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Population aging is a p henomenon that is happening worldwide. Thanks to 
advances in medicine, research and disease prevention policies, life expectancy has 
been increased in recent decades (Otero et al., 2004). In addition, this event has also 
been assisted by a decline in the fertility rate (United Nations, 2002). The main result is 
that groups of older population have increased their number in relation to the younger 
population, and predictions for the coming years indicate that this trend will continue 
(Kinsella et al., 2005). 
Spain is one of the countries with higher levels of life expectancy in the world, 
and predictions for the future indicate that it will be the oldest country in the whole 
world at year 2050 (Otero et al., 2004). In order to understand these predictions it is 
important to remark the important changes that Spanish society has undergone during 
last century, such as economic growing, massive urbanization of rural areas and 
general access to potable water, creation of the National Health Service, or main 
advances in diagnosis and treatment of different diseases (Otero et al., 2004). 
Thus, it has been obs erved that populations that formerly had a shorter life 
expectancy, as in the case of people with Down syndrome (DS), have attained the age 
in which new issues may arise related to aging organism (Bittles and Glasson, 2004; 
Barnhart and Connolly, 2007). On the other hand, it has been also reported an 
increase in the number of cases of people developing Alzheimer's disease (AD), as 
more and more people arriving at high ages. 
DS is the first cause of mental retardation in the world with a frequency of 1 out 
700-1000 live births (Hook, 1981; Sherman et al., 2007). Clinical symptoms were first 
described by John Langdon Down in 1866, but the association with one extra copy of 
chromosome 21 was first reported by Lejeune (1959). DS patients present different 
morphological characteristics such as short stature, obesity and bi lateral epicanthic 
eyefolds. Moreover, they have increased risk of different systemic disorders, such as 
thyroid dysfunction (Korsager et al., 1978). Furthermore, growth retardation has been 
noted during life and also they have an elevated oxidative stress that leads to 
premature aging and that may lead to premature onset of AD (Bush and Beail, 2004; 




will develop EA (van Dyke et al., 1998). However, there is little evidence in scientific 
literature of renal function disorders. 
AD is the most common cause of dementia in older people in the world. The 
principal clinical symptoms of the disease are general cognitive decline, loss of 
memory and inability to reasoning (Alzheimer, 1907). Physiological manifestations in 
the brain are mainly two: β-amyloid plaques and neurofibrillary tangles (Schaeffer et al., 
2011). But the pathogenesis of the disease is still not clear. There are some theories 
about that, like the amyloid cascade hypothesis, but it has been revised several times 
and it remains unclear (Pimplikar, 2009). Nevertheless, it is well known that oxidative 
stress is one of the main cause or consequence of the disease (Aluise et al., 2010; 
Singh et al., 2010). Furthermore, this elevated oxidative stress can be obs erved not 
only in brain tissue but also in peripheral tissues, such as blood tissue (Mórocz et al., 
2002; Kadioglu et al., 2004; Leutner et al., 2005; Casado et al., 2008; Sultana et al., 
2011). Actually, blood tissue is one of the best options to use in researching AD, since 
it can provide a lot of information about different issues, such as therapeutic 
approaches. 
Sulphurous water (SW) has been used as therapeutic agent since second half 
of twentieth century (Mozota-Sagardia, 1960; Passa, 1964; Ricci and Zaccone, 1975; 
Pisaneschi, 1979; Prévost et al., 1983). One of the main features of SW is the 
presence of hydrogen sulfide, which confers its antioxidant activity. Since oxidative 
stress plays an i mportant role in AD, it was proposed as a pos sible treatment to 
improve life quality in AD patients. 
RESEARCH CONTENTS 
This Doctoral Thesis has adressed an analysis of the possible consequences of 
population aging in two population samples with cognitive disabilities (DS and AD). As 
a first objective, it has been proposed to determine if there is any failure in renal 
function in persons with DS, using two different renal biomarkers, creatinine (Cr) and 
specific gravity (SG) in urine samples. Cr was determined by a s pectrophotometric 
method based on J affé reaction (Jaffé, 1986) and SG was measured using 
refractometry. It has been also analyzed the relationships of these biomarkers with 
respect to sociodemographic parameters (genre, age and diet) as well as to incidence 
of hypothyroidism, the most common thyroid disorder in DS (Tüysüz and Beker, 2001; 
Barnhart and Connolly, 2007). In the case of AD, several oxidative stress biomarkers 
were determined in blood tissue (damage to DNA, proteins, carbohydrates and plasma 




Afterwards, a therapeutic in vitro approach of SW was performed in peripheral 
mononuclear cells (PMNC) using Comet assay (that measures oxidative DNA damage) 
and MTT assay (an indicator of cell viability). Furthermore, SW effects were compared 
with those produced by recognized antioxidant (vitamins C and E, and N -acetyl 
cysteine). Each population sample was compared with a c ontrol population from the 
same geographical region. 
DS results showed that Cr and SG were significantly decreased in SD 
compared to control population. Attending to genre comparisons, there were no 
differences between males and females in both parameters. Influence of age analysis 
revealed that differences in Cr and SG could be observed from adulthood. Moreover, a 
negative significant correlation was observed between SG and age in both populations, 
being the slope of linear regression two-fold higher in DS population. Diet analysis did 
not indicate significant differences between populations in all kind of analyzed food 
intake, including meat intake. These data suggest a possible renal failure in DS maybe 
caused by the high oxidative stress characteristic of this syndrome. Furthermore, 
hypothyroidism comparison results indicated that people with DS who were medicated 
with levothyroxine had significant decreased levels than those without hypothyroidism, 
indicating that hypothyroidism may also be i nfluencing an impaired renal function. In 
addition, when DS population with hypothyroidism was subtracted there were still 
significant differences between DS and control population, strengthening the renal 
failure hypothesis. Thus, new clinical and m edical monitoring may have been 
considered in this population. 
AD results indicated, as it was expected, that all oxidative stress biomarkers 
were significantly increased compared to control population. Besides, antioxidant 
status biomarkers were significantly decrease compared to control population. Finally, 
no differences were found when influence of genre or age was studied. SW therapeutic 
approach results showed that SW protected in vitro against increased oxidative stress 
in PMNC in both populations. A decrease in parameters of oxidative damage to DNA 
also avoided loss of cell viability of these cells. The effect of SW in both oxidative DNA 
damage and c ell viability parameters was similar to those of the other antioxidants 
used (vitamins C and E , N-acetyl cysteine), indicating that further research can be 
addressed to include SW as a possible therapy for AD. 
CONCLUSIONS 
People with DS have decreased levels of Cr and SG, primarily from adulthood. 




stress. There is no influence of genre or diet, but hypothyroidism seems to be a n 
important issue in renal function, since levothyroxine does not fix levels of Cr and SG to 
its normal state. Thus, a new aspect of DS population is proposed to be monitored, 
because life expectancy in this syndrome is increasing every decade. 
On the other hand, this is the first time that antioxidant effects of SW have been 
proved in oxidative DNA damage biomarkers related to cell viability in AD. Thus, this 
Doctoral Thesis opens a new way of research in therapeutics for AD to improve their 
quality of life. Despite further research is needed, this results supports the idea of using 
health resorts to treat not only AD but also other diseases related to oxidative stress, 
such as DS. 
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1. ENVEJECIMIENTO POBLACIONAL 
 El ritmo de crecimiento de la población mundial está aumentando en los últimos 
años. Según la Organización de Naciones Unidas, hoy en día el número de personas 
que viven en el mundo son alrededor de 7000 millones y esta misma organización 
estima que en el año 2050 habrá alrededor de 9000 millones de personas (United 
Nations, 2002). Además de este crecimiento en la población mundial, también se está 
produciendo un paulatino envejecimiento de la misma. Según Otero et al. (2004), este 
hecho puede tomarse como un éxito en la historia de la humanidad, pues puede 
achacarse al triunfo de la sanidad pública, los avances médicos y el desarrollo 
económico sobre las lesiones y enfermedades que han limitado la esperanza de vida 
en los humanos desde hace milenios. 
Actualmente, debido al aumento de la esperanza de vida y a la disminución de 
la tasa de fecundidad (United Nations, 2002), la proporción de personas mayores de 
60 años está aumentando más rápidamente que cualquier otro grupo de edad en casi 
todos los países del mundo (Kinsella et al., 2005). Y esto no ocurre solamente en los 
países desarrollados, como se podría llegar a pensar. Este envejecimiento poblacional 
ha comenzado recientemente también en los países menos desarrollados (Kinsella et 
al., 2005). Según estimaciones de la Organización Mundial de la Salud, la población 
mundial de 60 años o más es de 650 millones y se calcula que, en el año 2050, 
alcanzará los 2000 millones. Esto supone un crecimiento porcentual del 9% al 22% en 
sólo 40 años. 
Por otro lado, conforme a la Base de Datos de Mortalidad Humana 
(Christensen et al., 2009), las tasas de mortalidad actuales en los países líderes en 
esperanza de vida (Japón, España y Suecia) supondrían que, incluso aunque las 
condiciones sanitarias no mejoraran, tres cuartas partes de los recién nacidos 
lograrían celebrar su 75 cumpleaños. Incluso, si el crecimiento en la esperanza de vida 
en estos países continuara al mismo ritmo, muchos de los bebés nacidos a partir del 
año 2000 podrían celebrar su centenario (Christensen et al., 2009). 
Según un reciente informe de la Organización de Naciones Unidas, en el año 
2050 España será el país más envejecido del mundo. El 44,1% de la población 
española será mayor de 60 años y la mediana de edad será de 55,2 años frente a una 
mediana global mundial de 36,2 años (Otero et al., 2004). En la Figura 1 pueden 
apreciarse tres pirámides de población para España representativas de los últimos 100 




aumentado. Además, también se refleja el característico estrechamiento de la base de 


























Figura 1. Pirámides de población en España. A. Año 1900: 
Un 1% en la gráfica representa unas 186.974 personas. B. Año 
1950: Un 1% en la gráfica representa unas 279.631 personas. 
C. Año 2007: Un 1% en la gráfica representa a unas 451.169 
personas. Gráficas realizadas en base a los datos del Instituto 




Para entender que España sea uno de los países con mayor esperanza de vida 
del mundo han de tenerse en cuenta los grandes cambios sociales y económicos que 
se han producido en nuestro país durante el siglo XX, especialmente en su última 
mitad, como el aumento del Producto Interior Bruto, la urbanización y el acceso 
universal al agua potable, la reducción de las enfermedades infecciosas, la cobertura 
universal del Sistema Nacional de Salud y los avances conseguidos en el diagnóstico 
y tratamiento de distintas enfermedades (Otero et al., 2004). 
Por otro lado, el que la población en su conjunto alcance edades cada vez más 
elevadas la expone a la generalización de enfermedades y contingencias, propias de 
la vejez y de la gran vejez, que en el pasado eran marginales. 
De acuerdo a los motivos expuestos, no es de extrañar que síndromes cuya 
esperanza de vida se ha visto aumentada en gran medida, como el síndrome de Down 
(SD), o patologías asociadas al envejecimiento, como la Enfermedad de Alzheimer 
(EA), cobren una gran relevancia. En estas circunstancias se plantean nuevos retos, 
como la posible aparición de nuevas patologías asociadas al envejecimiento (en el 
caso del SD), o la búsqueda de una mejor calidad de vida en personas con EA. Por 
ello, esta Tesis Doctoral trata de aportar nuevos datos sobre estas dos patologías 
estrechamente relacionadas, dado que se prevé que la tendencia mencionada sobre el 
envejecimiento poblacional mundial continúe. 
 
2. ESTRÉS OXIDATIVO 
El estrés oxidativo fue definido en 1991 por Helmut Sies como “la perturbación 
en el balance entre agentes oxidantes y antioxidantes en la célula, a favor de los 
primeros”. Posteriormente, se ha definido el daño oxidativo como “el daño 
biomolecular causado por el ataque de especies reactivas sobre los constituyentes de 
los organismos vivos” (Halliwell y Gutteridge, 2007). 
2.1. AGENTES OXIDANTES 
Los agentes oxidantes se forman principalmente como resultado del 
metabolismo celular aeróbico, siendo los más importantes los radicales libres (RL), las 
especies reactivas del oxígeno (ROS) y las especies reactivas del nitrógeno (RNS). En 




















 Los RL pueden formarse por reacciones de transferencia de electrones, tras la 
pérdida o la obtención de un electrón de una especie no radical. En estas 
transferencias se necesita energía, que puede provenir bien de fuentes externas 
(calor, luz ultravioleta o radiación ionizante, por ejemplo) o de reacciones redox. A su 
vez, estas reacciones redox pueden estar catalizadas enzimáticamente, por metales o 
por proteínas no enzimáticas (Slater, 1984). Las reacciones redox no se dan de 
manera aislada, sino que pueden acoplarse entre sí, formando parte de sistemas más 
complejos en los organismos y dando lugar a la mayoría de los RL y especies 
reactivas conocidas. 
Las reacciones redox catalizadas enzimáticamente se encuentran 
principalmente en la mitocondria, y se llevan a cabo mayoritariamente por enzimas 
oxidorreductasas (Figura 2). 
 
Tabla 1. Especies reactivas del oxígeno (ROS) y del nitrógeno (RNS). La columna 
de la izquierda muestra las especies consideradas RL y la columna de la derecha 
muestra las especies no radicales. En las fórmulas químicas la letra “R” representa una 
cadena de hidrocarbonos. 
Radicales libres Especies no radicales
Radical superóxido, O2
·- Peróxido de hidrógeno, H2O2







Óxido nítrico, NO· Ácido nitroso, HNO2
Dióxido de nitrógeno, NO2




Especies reactivas de oxígeno (ROS)
Especies reactivas de nitrógeno (RNS)








Algunos metales, como el hierro o el cobre, son capaces de catalizar 
reacciones redox en las que un solo electrón puede ser aceptado o donado por el 
metal y generar RL y ROS. Las reacciones más importantes son la reacción de Fenton 
(Figura 3A) y la reacción de Haber-Weiss (Figura 3B). En estas reacciones, una 
molécula de hierro reducido (Fe2+) puede catalizar la transformación del anión 
superóxido (O2•-) hasta la generación del radical hidroxilo (OH•) mediante su 
interacción con el peróxido de hidrógeno (H2O2). Asimismo, la molécula de hierro que 
queda reducida (Fe3+) tras esta transformación puede volver a oxidarse en presencia 
del H2O2 que quede en el medio celular, produciendo el radical hidroperoxilo (HO2•). 
De este modo, los nuevos RL generados pueden interaccionar de nuevo con otras 
moléculas, potenciando de esta manera los efectos del H2O2. Estudios recientes sitúan 
la reacción de Fenton en el retículo endoplasmático o la zona perinuclear de la célula, 
pero no en la mitocondria u otros compartimentos celulares (Liu et al., 2004). 
 
Figura 2. Esquema ilustrativo de la cadena de transporte de electrones de la mitocondria. 
Figura compuesta a partir de Ricci et al. (2003) y Beal (2005). Los puntos 1, 2 y 3 se 
corresponden con los lugares donde se generan las especies reactivas. M.E.: membrana 
externa; M.I.: membrana interna; e-: electrón, H+: protón; NADH: Nicotinamida adenín 
dinucleótido reducido; NAD+: Nicotinamida adenín dinucleótido oxidado; FAD: Flavín adenín 
dinucleótido oxidado; FADH2: Flavín adenín dinucleótido reducido; ADP: Adenosín difosfato; Pi: 

















Complejo II Complejo IV



























Sin embargo, el papel de los agentes oxidantes no siempre es dañino para el 
organismo. A las concentraciones adecuadas participan y son necesarios en diferentes 
procesos metabólicos. De este modo pueden actuar como agentes vasodilatadores 
para regular la presión sanguínea, como es el caso del óxido nítrico (Ignarro et al., 
1987), pueden participar en la respuesta inmune frente a patógenos bacterianos, 
virales o frente a células cancerosas (Babior, 1984; Nathan, 1992) y forman parte de 
múltiples vías de señalización celulares, algunas tan importantes como la secreción y 
acción hormonal, el transporte de iones, la transcripción de diversos factores, la 
neuromodulación o la apoptosis  (Lander, 1997). A continuación se describen 
brevemente los dos agentes oxidantes utilizados en la presente Tesis Doctoral. 
2.1.1. Peróxido de hidrógeno 
El H2O2 es un líquido viscoso azulado, cuyo punto de ebullición está 
determinado en 150 ºC. Es producido en reacciones de dismutación de O2• - y también 
por varias enzimas. Aunque no es una especie muy reactiva, se sabe que tiene 
efectos tóxicos para las células en el rango de concentración comprendido entre 10 y 
100 µM. El H2O2 es capaz de atravesar la membrana plasmática y reaccionar con el 
hierro o el cobre para formar especies más reactivas como el OH• en zonas más 
alejadas de su lugar de producción (Halliwell y Gutteridge, 2007). Por otro lado, se ha 
demostrado que la exposición de células a H2O2 puede incrementar la producción de 
O2• - mediante la activación de la enzima NADPH oxidasa (Coyle et al., 2006). Además, 
también es capaz de inactivar ciertas enzimas, normalmente por la oxidación de sus 
grupos tiol (–SH), esenciales para la catálisis (Halliwell y Gutteridge, 2007). Sin 
embargo, el H2O2 tiene otras funciones fisiológicas causadas por su baja reactividad. A 
bajas concentraciones (por debajo de 10 µM) puede estimular la proliferación de 
algunos tipos celulares (Sigaud et al., 2005) y participa en diversas vías de 
señalización celular (Groeger et al., 2009).  
Figura 3. Reacciones redox catalizadas por metales 
capaces de generar RL y ROS. A. Reacción de Fenton. B. 
Reacción neta de Haber-Weiss 
Fe2+ +  H2O2 Fe3+ +  OH  + OH• ‾
O2 +  H2O2 O2 +  OH  + OH







Por otro lado, existen moléculas que sin ser RL o ROS/RNS también pueden 
actuar como agentes oxidantes, como la homocisteína (HCY). La HCY es un 
aminoácido no proteico sintetizado a partir de la metionina, tras la pérdida del grupo 
metilo de su extremo carboxilo terminal. Sus efectos oxidantes se producen a partir de 
niveles mayores de 16 µM en el plasma sanguíneo (Perna et al., 2003) y están 
relacionados con enfermedades cardiovasculares, como un mayor riesgo de padecer 
infartos o eventos trombóticos, y más recientemente con enfermedades de 
discapacidad cognitiva, como la EA (Perna et al., 2003; Garcia y Zanibbi, 2004; Tyagi 
et al., 2005). Además, la HCY también puede inducir estrés oxidativo in vitro, a través 
de la producción de H2O2 durante reacciones catalizadas por metales, o produciendo 
peroxinitrito en presencia de óxido nítrico y O2• - (Perna et al., 2003). 
2.2. AGENTES ANTIOXIDANTES 
Para intentar contrarrestar los efectos de los agentes oxidantes, a lo largo de la 
evolución, se desarrollaron en los organismos los compuestos antioxidantes. Un 
compuesto antioxidante se define como cualquier sustancia que, a bajas 
concentraciones, comparado con el sustrato oxidable, disminuye significativamente o 
inhibe la oxidación de este sustrato (Halliwell y Gutteridge, 1995). En los seres vivos, 
el sustrato oxidable es toda aquella molécula, orgánica o inorgánica, que se encuentra 
en las células, como las proteínas, los lípidos, los hidratos de carbono y el ADN. 
Según otros autores, un compuesto antioxidante también puede definirse como aquel 
compuesto que protege los sistemas biológicos frente a los efectos potencialmente 
perjudiciales de procesos o reacciones que causan excesivas oxidaciones (Krinsky, 
1992). 
Los antioxidantes pueden ser enzimáticos o no enzimáticos. Los primeros 
pueden actuar catalizando diferentes reacciones para eliminar o transformar los RL y 
las especies reactivas (antioxidantes primarios) y se encuentran principalmente en el 
citosol y la matriz mitocondrial. En este grupo se encuentran enzimas como la Cu/Zn 
superóxido dismutasa (SOD1), la catalasa (CAT), la glutatión peroxidasa (GPx) y la 
glutatión reductasa (GR). Además, también existen enzimas que se encargan de 
reparar a posteriori el daño generado que no ha podido evitarse con anterioridad 
(antioxidantes terciarios). 
Por otro lado, los antioxidantes no enzimáticos (antioxidantes secundarios) 




con propiedades antioxidantes, que generalmente actúan interceptando los RL. A su 
vez pueden diferenciarse en hidrofílicos y lipofílicos. Las primeras actúan en el citosol 
o la matriz extracelular, siendo las más relevantes el glutatión (GSH), el ácido 
ascórbico (vitamina C), el ácido úrico o la bilirrubina. Las segundas, suelen actuar en 
las membranas celulares, como el α-tocoferol (vitamina E), los carotenoides, los 
flavonoides o las ubiquinonas. Muchos de estos antioxidantes pueden ser ingeridos en 
la dieta, pues están presentes en alimentos como la fruta o la verdura, y algunos como 
las vitaminas sólo pueden absorberse de esta manera por el organismo, dado que en 
los seres humanos no se sintetizan endógenamente. 
2.3. ESTRÉS OXIDATIVO, ENVEJECIMIENTO Y PATOLOGÍAS ASOCIADAS 
El hecho de que el estrés oxidativo sea un tema tan importante para la ciencia 
hoy en día radica en que es un aspecto crucial de muchos procesos biológicos, no 
sólo patológicos, sino también naturales, como el envejecimiento. En la década de los 
50, Denham Harman propuso la Teoría del Envejecimiento por Radicales Libres 
(Harman, 1956). Esta teoría propone que el envejecimiento de los seres vivos es una 
acumulación de daño oxidativo en el organismo, donde todas sus biomoléculas, 
hidratos de carbono, lípidos, proteínas y ADN, son susceptibles de sufrirlo. Este daño 
oxidativo desencadena una pérdida o disminución de su función, que afecta a las 
células y tejidos donde se encuentran, y que conllevan a que todo el organismo 
envejezca. 
Sin embargo, desde que la teoría fue propuesta, han sido muchas las 
investigaciones realizadas que han intentando profundizar más en las posibles causas 
del envejecimiento. Y si bien hoy en día ésta sigue siendo una de las hipótesis más 
aceptadas, también ha sufrido algunas modificaciones a medida que la ciencia 
desvelaba nuevas características del proceso de envejecimiento. Como se ha 
comentado en el apartado 2.1. de la presente Tesis Doctoral, uno de los lugares donde 
existe una mayor generación de RL es la mitocondria (Figura 2). Por ello, se ha 
propuesto que el envejecimiento celular esté causado en mayor medida por los RL y 
ROS generados por la mitocondria, en la Teoría Mitocondrial del Envejecimiento 
Celular (Miquel et al., 1980). Esta teoría sugiere que la senescencia es un producto 
derivado del ataque de los RL y ROS al genoma mitocondrial en células post-mitóticas. 
Las mitocondrias de las células post-mitóticas consumen oxígeno a velocidades altas, 
liberando entonces radicales de oxígeno que exceden la capacidad de las defensas 




Por otro lado, otra teoría sobre el envejecimiento que ha cobrado gran 
relevancia en los últimos años es la Teoría del Acortamiento Telomérico. En ella, se 
postula que la mayoría de las células del organismo tienen un número de divisiones 
limitado por la longitud de los telómeros de sus cromosomas (Olovnikov, 1973). Los 
telómeros son unas secuencias de ADN específicas y repetidas que se localizan en los 
extremos de los cromosomas y cuyas funciones son muy variadas (Blackburn, 1991; 
Dashe et al., 1997). Cada vez que la célula se divide, los telómeros se acortan y 
cuando éstos se agotan, la célula entra en senescencia y muere. Adicionalmente, el 
estrés oxidativo también afecta al acortamiento telomérico, pues el daño oxidativo 
generado se repara con menor eficiencia en estas zonas comparado con otras 
regiones cromosómicas, acelerando su pérdida (von Zglinicki, 2002). 
Además, en algunas células, como las células germinales, células progenitoras 
o algunas líneas celulares sanguíneas se ha descrito la existencia de una enzima 
llamada telomerasa, que se encarga de regenerar la pérdida de secuencia de los 
telómeros (Bodnar et al., 1998). Esta enzima también está relacionada con el estrés 
oxidativo, pues su deficiencia puede provocar un aumento del mismo (Pérez-Rivero et 
al., 2008) o también puede actuar como protección frente a daño oxidativo en la 
mitocondria (Ahmed et al., 2008). Sin embargo, en este último caso, perdería su 
función original y no evitaría el acortamiento telomérico (Ahmed et al., 2008). 
Por estos motivos, el hecho de que nuestro organismo envejezca y acumule 
daño oxidativo genera a la vez una mayor probabilidad de que se desarrollen 
patologías asociadas a estrés oxidativo. Por ello, enfermedades propias de la 
senescencia en las que se ha descrito una relación, causal o consecuente, con el 
estrés oxidativo son múltiples. Se ha observado en enfermedades tales como 
cataratas (Spector, 1995), ateroesclerosis (Bonomini et al., 2008), insuficiencia renal 
crónica (Oberg et al., 2004), artritis reumatoide (Vasanthi et al., 2009), y en 
enfermedades neurodegenerativas como enfermedad de Parkinson (Henchcliffe y 
Beal, 2008) o enfermedad de Alzhemier (Christen, 2000). Además, también existen 
síndromes relacionados con el envejecimiento a los que está asociado un elevado 
estrés oxidativo, como el síndrome de Down (Pallardó et al., 2010). 
2.4. BIOMARCADORES DE ESTRÉS OXIDATIVO 
En el momento de analizar el estatus oxidativo de un individuo, como la vida 
media de los RL y ROS es muy corta, es preferible utilizar biomarcadores que sean 




Según Lesko y Atkinson (2001), las características que debe tener un 
biomarcador son: 1) relevancia clínica, 2) especificidad y sensibilidad a los efectos de 
los tratamientos, 3) fiabilidad, 4) practicabilidad y 5) simplicidad. Algunos son 
indicadores de daño oxidativo a las biomoléculas, mientras que otros determinan las 
defensas antioxidantes frente al posible daño oxidativo (Dalle-Donne et al., 2006; Niki, 
2010). 
Además, la medida de un biomarcador de manera aislada no es capaz de 
valorar de manera precisa y definitiva el estrés oxidativo para ser aplicado 
directamente a la clínica (Pryor y Godber, 1991), por lo que siempre es recomendable 
utilizar varios biomarcadores a la vez, de manera que se pueda tener una visión más 
amplia del estado redox del organismo. A continuación, se describen brevemente 
algunos de los biomarcadores más importantes en función de la biomolécula 












- Biomarcadores de daño oxidativo a lípidos: cuando los lípidos sufren daño 
oxidativo se puede poner en peligro la integridad de las membranas celulares o 
perder una fuente de energía para el metabolismo celular. Existen diferentes 
metodologías para valorar el daño oxidativo a lípidos en el ser humano, bien de 
manera directa midiendo los hidroperóxidos lipídicos (Miyazawa et al., 1994) o 
Figura 4. Biomarcadores de estrés oxidativo más importantes en función de la molécula que 
sufre el daño oxidativo. AOPP: Productos avanzados de oxidación proteica (del inglés Advanced 
Oxidation Protein Products); TBARS: Sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico (del inglés 
ThioBarbituric Acid-Reacting Substances); AGEs: Productos finales de glicación avanzada (del inglés 


























de manera indirecta, valorando productos de esa peroxidación, como el 
malondialdehído (Wong et al., 1987). 
- Biomarcadores de daño oxidativo a proteínas: todos los aminoácidos 
presentes en las proteínas tienen residuos susceptibles de ser atacados por 
RL, principalmente por OH•. La oxidación de las proteínas puede dar lugar a un 
cambio conformacional, que puede generar incluso la modificación o pérdida de 
su función biológica. Una de las maneras más comunes de cuantificar el daño 
oxidativo a proteínas es mediante la valoración de proteínas carboniladas 
(cantidad de grupos carboxilo oxidados; Levine et al., 1990). Además, existen 
determinaciones de aminoácidos específicos que han sufrido una modificación 
tras sufrir daño oxidativo, como es el caso de la 3-nitrotirosina o la di-tirosina 
(Witko-Sarsat et al., 1996). 
- Biomarcadores de daño oxidativo a glúcidos: los glúcidos (o hidratos de 
carbono) son la principal fuente de energía del organismo. Al someterse a un 
estrés oxidativo elevado sufren una glicoxidación, y son capaces de reaccionar 
con los grupos amino de las proteínas, dando lugar a los productos de glicación 
avanzada (AGEs). Al determinar los niveles de AGEs se puede tener una idea 
del daño oxidativo que sufren los glúcidos, aunque dado que pueden 
reaccionar con proteínas también es un indicador de daño oxidativo a éstas 
(Yanasigawa et al., 1998). 
- Biomarcadores de daño oxidativo a ADN: el ataque de RL y ROS al ADN 
puede provocar una alteración de la información genética ya que, a pesar de 
los sistemas de protección del ADN, existen evidencias de que está sometido 
continuamente al ataque de los mismos (Cadet et al., 2010). De todos los 
productos de oxidación del ADN, la 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) es la 
más estudiada, pues es el producto más abundante y es excretado por la orina 
(Loft et al., 1992). Sin embargo, existe una metodología que es capaz de 
detectar el daño oxidativo al ADN en células individuales, normalmente células 
mononucleares de sangre periférica (CMSP). Esta técnica se denomina 
electroforesis en gel de células aisladas (SCGE) o ensayo del cometa (Singh et 
al., 1988). Tiene la ventaja de que es mucho más sensible y puede detectar 
diferentes tipos de daño al ADN, como roturas de hebra sencilla o lesiones 
específicas mediante el uso de enzimas reparadoras (Smith et al., 2006), y por 
ello ha sido la técnica elegida para la determinación de daño oxidativo al ADN 




3. SÍNDROME DE DOWN 
 El síndrome de Down (SD), o trisomía 21, es una de las alteraciones 
cromosómicas más comunes en la especie humana, con una incidencia estimada a 
nivel mundial de 1 por cada 700-1000 nacimientos vivos (Hook, 1981; Sherman et al., 
2007). Sin embargo, esta incidencia ha disminuido en España, pasando a ser de 1 por 
cada 1200 nacimientos, según datos de la Encuesta de Discapacidad, Autonomía 
Personal y Situaciones de Dependencia (EDAD) del año 2008, realizada por el 
Instituto Nacional de Estadística. Esta disminución en la incidencia del SD en la 
población española podría deberse tanto a las mejoras en el diagnóstico prenatal 
como a la legalización del aborto. 
 Los síntomas clínicos del SD fueron descritos por primera vez por el médico 
británico John Langdon H. Down en 1866 (Down, 1866), pero no fue hasta 1959 
cuando el médico genetista francés Jérôme Lejeune y sus colaboradores establecieron 
la asociación entre el SD y una copia extra del cromosoma 21 (Lejeune et al., 1959) 
(Figura 5). La trisomía del cromosoma 21 puede presentarse en tres formas diferentes, 










a) Trisomía regular: es la trisomía con mayor frecuencia en este síndrome 
(90-95% de los casos). Su origen reside en un error durante la 
formación de los gametos, en la primera división meiótica. De este 
modo, uno de los gametos que ha de transmitir la información genética 
tiene un cromosoma 21 extra. En el 85% de los casos el cromosoma 
Figura 5. Cariotipos de personas con SD. A: varón con trisomía regular del cromosoma 21 (♂, 
47, XY, +21). B: varón con translocación robertsoniana entre los cromosomas 14 y 21, der (14;21), 




extra lo transmite el óvulo, mientras que en el 15% restante lo transmite 
el espermatozoide. 
b) Trisomía por translocación: aunque la persona tenga un complemento 
cromosómico diploide (46 cromosomas en total) tiene un fragmento del 
cromosoma 21 repetido, que suele unirse a un cromosoma del grupo D 
(13-15) o del grupo G (21-22), de manera que la información genética 
está por triplicado también. Este tipo de trisomía ocurre en un 2-6% en 
la población. 
c) Trisomía por mosaicismo: este tipo de trisomía se produce después de 
la concepción, de manera que no todas las células de la persona tienen 
una copia extra del cromosoma 21, sino sólo un porcentaje. En función 
del porcentaje de células trisómicas la severidad del síndrome será 
mayor o menor y es la forma de trisomía menos habitual, con un 2-4% 
de frecuencia en la población. 
Dado que en la forma de trisomía más frecuente, el cromosoma 21 extra lo 
aporta el óvulo, el principal factor de riesgo para el desarrollo del síndrome en el feto 
es la edad materna (Snijders et al., 1999; Newberger, 2000; Holding, 2002) (Figura 6). 
Sin embargo, estudios recientes han descubierto que algunos factores ambientales, 
como la píldora anticonceptiva en mujeres mayores, también podrían favorecer un 










Figura 6. Relación entre la edad materna y el riesgo de tener un hijo con 




El diagnóstico del SD se puede hacer de diferentes maneras. Existe una 
prueba en sangre, que se realiza a las madres, en la que se puede establecer una 
sospecha diagnóstica. En ella, se analizan los niveles plasmáticos de alfa-fetoproteína 
(AFP), estriol y gonadotropina coriónica humana (hCG) (Cuckle et al., 1984; Hersey et 
al., 1986; Bogart et al., 1987; Holding, 2002). En un alto porcentaje de los casos, se 
observa que niveles bajos de AFP y estriol, combinados con niveles altos de hCG, dan 
como resultado la aparición de SD en el feto (Haddow et al., 1998). Además, existen 
otras pruebas prenatales, como el uso de marcadores de ultrasonidos (Nyberg et al., 
2001) o el análisis del material genético del feto. Estas últimas se basan en la 
amniocentesis o la biopsia de vellosidades coriónicas (Newberger, 2000), pero ambas 
podrían implicar cierto riesgo para la madre y/o su hijo, pudiendo producirse el aborto 
en el 2% de los casos. 
Las personas con SD tienen unos rasgos fenotípicos muy característicos, que 
se presentan en grado variable dentro de la población. Suelen tener baja estatura, 
obesidad, epicanto bilateral, pelvis y orejas displásicas, surco simiesco, boca y nariz 
pequeñas y occipucio plano. Además de los rasgos físicos, el SD es una de las 
principales causas de retraso mental, y también tiene asociados otros desórdenes 
fisiológicos, como hipotonía, retraso en el crecimiento, alteraciones en el sistema 
inmune, problemas digestivos, defectos congénitos cardiacos, estrés oxidativo 
elevado, disfunciones tiroideas o mayor predisposición a padecer leucemia (Korsager 
et al., 1978; Casado et al., 2007; Hasle et al., 2000). Por último, otra característica muy 
importante es que estas personas sufren un envejecimiento prematuro, presentando 
una mayor frecuencia de patologías asociadas con la edad, como cataratas (van 
Buggenhout et al., 1999), osteoporosis o la aparición temprana de demencias de tipo 
Alzheimer (Bush y Beail, 2004). De hecho, entre el 10-25% de personas con SD entre 
40-49 años, y entre el 20-55% de personas con SD entre 50-59 años acaban 
desarrollando la EA (van Dyke et al., 1998). A continuación se describen los aspectos 
del SD que se consideraron relevantes para su estudio en la presente Tesis Doctoral. 
3.1. ESTRÉS OXIDATIVO EN SD 
Una de las características del SD es el elevado estrés oxidativo que presentan 
las personas que padecen el síndrome. Este incremento del estrés oxidativo se debe, 
probablemente, a un exceso de actividad de la enzima SOD1. Esta enzima está 
codificada por el gen SOD1, situado en el brazo largo del cromosoma 21 (región 




incrementadas en aproximadamente un 50% (Annerén y Edman, 1993; de la Torre et 
al., 1996). 
La SOD1 está localizada en el citosol celular y en el espacio intermembrana 
mitocondrial (Okado-Matsumoto y Fridovich, 2001) y cataliza la dismutación del O2• - a 
oxígeno y H2O2 (Figura 7). El H2O2 generado se descompone por la acción de las 
enzimas GPx y CAT. En el SD, debido al exceso de SOD1, el ratio SOD1/(GPx+CAT) 
estaría aumentado, dando lugar a una acumulación de H2O2 no metabolizado. La 
citotoxicidad de este compuesto se basa en su capacidad para reaccionar con otras 
biomoléculas, vía reacción de Fenton o de Haber-Weiss (ver aparatado 2.1. de la 





Esta sobreexpresión del gen SOD1, debida a un efecto de dosis, puede 
perturbar el equilibrio de las ROS en las células, causando daño oxidativo en 
moléculas biológicas importantes, tales como ADN, proteínas y lípidos (ver apartado 
2.4. de la Introducción) (Casado et al., 2007; Campos et al., 2011a, 2011b). Además, 
como se ha comentado anteriormente, el estrés oxidativo aumentado también está 
estrechamente ligado con el envejecimiento (Harman, 1956), pudiendo tener un papel 
fundamental en el envejecimiento prematuro presente en SD. 
3.2. ENVEJECIMIENTO EN SD 
La esperanza de vida en personas con SD ha aumentado considerablemente 
en las últimas décadas, pasando de 12 años en 1949 a 35 años en 1982 (Bittles  y 
Glasson, 2004) y a 55 años o más en la actualidad (Barnhart y Connolly, 2007). 
Además, existen expectativas de que esta esperanza de vida siga aumentando en los 
próximos años (Bittles  y Glasson, 2004), y ya se ha descrito algún caso en el que una 
persona con SD alcanzó la década de los 80 (Chicoine y McGuire, 1997). 
Este aumento en la esperanza de vida de las personas con SD se debe, 
además de a las causas mencionadas para el envejecimiento poblacional global 
(mejora en cuidado sanitario e investigación), a una mejor información e intervención 
educativa para conseguir mejorar su calidad de vida (Roizen y Patterson, 2003). Aun 
Figura 7. Mecanismo de acción de la SOD1. 





así, su esperanza de vida sigue siendo menor que en la población general y que 
poblaciones con discapacidad intelectual que no son SD (Glasson et al., 2002). 
El envejecimiento es un proceso natural que implica cambios físicos y 
fisiológicos que pueden dar lugar a la pérdida de diferentes funciones biológicas en las 
personas. Una de las características del SD es el envejecimiento prematuro, que 
implica varios cambios en diferentes aspectos físicos y fisiológicos, como por ejemplo: 
pérdida de pelo y aparición precoz de canas y arrugas en la piel  (Lott y Lai, 1982), 
aparición temprana de la menopausia en las mujeres (Coppus et al., 2010), 
deficiencias en el oído y la vista (Van Buggenhout et al., 1999), mayor riesgo de 
desarrollar patologías tiroideas (Korsager et al., 1978), o la citada aparición de EA 
(Bush y Beail, 2004). Hay que destacar que los relativamente elevados porcentajes de 
aparición de EA que muestran las personas con SD (van Dyke et al., 1998) son el 
principal nexo de unión entre ambos desórdenes y uno de los motivos por los que se 
haya escogido una población de cada tipo para la realización de esta Tesis Doctoral. 
Además, en relación con el envejecimiento prematuro del SD, también se ha descrito 
que el acortamiento telomérico, relacionado en gran medida con el envejecimiento 
(Shammas, 2011), se produce antes en personas con SD (Vaziri et al., 1993). 
3.3. FUNCIÓN RENAL EN SD 
Los problemas en la función renal están asociados al SD desde las etapas de 
diagnóstico prenatal. Está descrito que la pielectasia renal (dilatación de las pelvis 
renales), asociada a otras alteraciones visibles mediante ecografía, aumenta en 19 
veces el riesgo de que el feto nazca con SD, además de aumentar la posibilidad de 
que éste sufra uropatía postnatal (Wickstrom et al., 1996). 
Hace aproximadamente 50 años, Berg et al. (1960) observaron por primera vez 
malformaciones renales en SD. Unos años más tarde, Coburn et al. (1967) describían 
que las personas con SD podrían tener una función renal dañada. Detectaron un 
aumento de la creatinina (Cr) en el plasma y un menor aclaramiento de Cr en la orina, 
y postularon que la filtración glomerular podría estar afectada en SD. Sin embargo, el 
número de trabajos que han aparecido sobre la función renal en SD desde entonces 
es relativamente escaso, comparado con aquellos que estudian otras funciones que 
pueden estar alteradas en el síndrome. Además, muchos de ellos son trabajos con un 
número muy bajo de individuos (Nishida et al., 1979; Gupta et al., 1991; Handel et al., 
2003; Said et al., 2012), con un rango de edad pequeño (Ebert et al., 2008) o con 




comúnmente de edad infantil (Takemura et al., 1993; Proesmans et al., 1995; Robson 
et al., 1995; Al-Hermi et al., 1999; Ramage et al., 2002). 
El número de anomalías detectadas es bastante diverso, pudiendo verse 
afectados los glomérulos o el tracto urinario. Según Mercer et al. (2004), las anomalías 
renales más comunes son la hipoplasia renal, la uropatía obstructiva y los microquistes 
glomerulares. Sin embargo, aún no está del todo claro si el daño en la función renal es 
algo característico del síndrome o son casos aislados. Incluso, hay algún trabajo en el 
que se describe que su incidencia en la población es bajo (Málaga et al., 2005) o que 
no existe una relación entre SD y malformaciones congénitas asociadas a la función 
renal (Källén et al., 1996). 
Por otro lado, según un reciente estudio (Satgé et al., 2009), las personas con 
SD parece que tienen menos riesgo a padecer cáncer de vejiga o de riñón. Estos 
autores postulan que algunos genes localizados en el cromosoma 21 podrían tener un 
efecto protector frente a este tipo de cáncer, aunque el trabajo se basa en 
observaciones de datos de mortalidad e incidencia de cáncer en esta población sin 
aportar ensayos in vitro o in vivo, por lo que sería necesario realizar más estudios al 
respecto para corroborar esta afirmación. 
Por estos motivos, y porque los estudios realizados hasta la fecha no incluyen 
personas con SD de edad avanzada, se decidió analizar dentro de la muestra 
poblacional de esta Tesis Doctoral si la función renal de estas personas podría estar 
alterada, sobre todo en relación con el envejecimiento. 
3.3.1. Marcadores de función renal. 
Es conocido que dos de los indicadores de función renal más útiles son la Cr 
urinaria y la gravedad específica (GE) (Voinescu et al., 2002; Nyman et al., 2006). La 
Cr es un producto final endógeno del metabolismo de la creatina. Es un compuesto 
nitrogenado orgánico no proteico, que se forma tras la deshidratación espontánea de 
la creatina y fosfo-creatina en el músculo. La Cr es excretada del cuerpo por los 
riñones, principalmente mediante filtración glomerular y en menor medida por 
secreción activa desde la sangre a través de los túbulos renales (Boeninger et al., 
1993). Debido a que es un producto final del metabolismo muscular, también se usa 
como indicador de la masa muscular de un individuo (Keshaviah et al., 1994) o como 
parámetro de ajuste de dilución urinaria, pues su tasa de excreción es constante a lo 




La GE urinaria es una medida del ratio entre la densidad de la orina y la 
densidad del agua, de donde se puede inferir la cantidad de metabolitos que contiene. 
Además, no sólo se utiliza para determinar la función renal, sino también para 
determinar el estado de hidratación de un individuo (Kavouras, 2002). Asimismo, es un 
método rápido, sencillo y económico para estimar la capacidad de concentración o 
dilución de los riñones (Voinescu et al., 2002) 
Por otro lado, el uso de marcadores en orina supone una ventaja para el 
investigador, pues la recogida de la muestra es más fácil, existe un menor riesgo de 
contaminación y sobre todo es una técnica no invasiva. Este último motivo cobra 
especial relevancia en los estudios de SD, porque evita cualquier molestia a los 
integrantes del estudio. Por último, cabe destacar que aunque sería recomendable el 
uso de orina de 24 horas, muchas veces la muestra se encuentra incompleta, por lo 
que el resultado puede quedar sesgado. Por ello, es preferible utilizar muestras de 
orina puntuales sin riesgo de perder fiabilidad en los datos (Campos et al., 2011). Por 
estos motivos se utilizó la orina de primera hora de la mañana como matriz biológica  
para la población de estudio en la presente Tesis Doctoral. 
3.4. FUNCIÓN TIROIDEA EN SD 
La glándula tiroides es una glándula neuroendocrina que está situada sobre la 
tráquea y es la encargada de la producción de las hormonas tiroideas: tiroxina (T4) y 
triyodotironina (T3). La T4, el producto de secreción primario del tiroides, es 
relativamente inactivo y es convertido a la forma activa T3 por la enzima tiroxina 5’-
deiodinasa. Por otro lado, la producción de estas hormonas está regulada desde la 
hipófisis a través de la hormona estimulante de la tiroides (TSH), mediante una 
retroalimentación negativa para mantener unos niveles constantes de hormonas 
tiroideas en el organismo. 
Ya a finales del siglo XIX, se relacionó el buen funcionamiento del tiroides con 
un desarrollo normal del cerebro (Ord, 1898). Adicionalmente, las hormonas tiroideas 
no son sólo cruciales para la maduración y funcionalidad del sistema nervioso central, 
sino que también tienen otros efectos relacionados con el desarrollo, el crecimiento y 
el metabolismo (Brent, 1994). 
Por ello, las manifestaciones clínicas que se observan en un exceso o 
deficiencia de la hormona tiroidea son el reflejo de las múltiples acciones que realiza 




con el tiroides, dependientes de los niveles de las hormonas tiroideas y de los niveles 









En SD, se ha descrito que la prevalencia de disfunción tiroidea en niños puede 
llegar al 30% (van Allen et al., 1999), siendo la mayoría de los casos de hipotiroidismo 
(Tüysüz y Beker, 2001). Asimismo, los adultos tienen riesgo de sufrir tanto hiper- como 
hipotiroidismo a medida que envejecen, pero el hipotiroidismo sigue siendo la 
afectación más común, pudiendo llegar al 40% de la población con SD (Barnhart y 
Connolly, 2007). 
El hipotiroidismo no tratado puede llevar a síntomas que mimetizan con un 
declive de las funciones cognitivas, por lo que se podría dar un diagnóstico erróneo de 
EA en estos individuos (Smith, 2001). Actualmente, el hipotiroidismo es tratado con la 
administración de la hormona tiroidea sintética (L-tiroxina) para que reemplace los 
niveles bajos observados en esta patología, obteniendo resultados satisfactorios en 
neonatos (van Trotsenburg et al., 2005). Además, también se ha recomendado su uso 
para el caso del hipotiroidismo subclínico, si bien aún hay opiniones discordantes al 
respecto (Toscano et al., 2003). 
 
4. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 
 La EA es la causa más común de demencia. A principios del siglo XX, el 
médico alemán Alois Alzheimer describió por primera vez los síntomas clínicos de la 
enfermedad, así como su asociación a las alteraciones de las células del cerebro 
(Alzheimer, 1907). De este modo, dio nombre al trastorno neurodegenerativo 
Tabla 2. Tipos de patologías asociadas al tiroides y su relación con los 
niveles sanguíneos de hormonas tiroideas y TSH. 












progresivo causante de la demencia más común entre individuos de mediana y 
avanzada edad. 
La EA da lugar a un deterioro cognitivo generalizado y a trastornos de conducta 
en la persona. La enfermedad cursa con una pérdida de memoria, de lenguaje y de 
otras cualidades mentales, incapacitando al paciente a hacer razonamientos y a 
resolver problemas y, en algunos casos, provoca síntomas psicóticos, como paranoia 
y alucinaciones. Su duración media suele ser, aproximadamente, de diez años, 
aunque puede variar de un paciente a otro. Las principales manifestaciones físicas 
ocurren en el cerebro, donde aparecen las llamadas placas seniles y los ovillos 











Las placas seniles se forman por la acumulación, alrededor de las células del 
cerebro, del péptido β -Amiloide (Aβ). Este péptido se forma tras el procesamiento de 
una proteína precursora de mayor tamaño, conocida como la proteína precursora 
amiloide (APP) tras la acción de β -secretasas y γ-secretasas (Selkoe, 2003). El Aβ 
producto de la acción de estas enzimas tiene entre 39 y 43 aminoácidos, siendo las 
formas más comunes la de 40 y la de 42 aminoácidos (Aβ40 y Aβ42, 
respectivamente). Se ha descrito que la acumulación de Aβ, causada por problemas 
en el metabolismo de la APP, es el evento más importante para la neurodegeneración 
en individuos con EA. Es la llamada Hipótesis de la Cascada Amieloide (Hardy y 
Allsop, 1991; Hardy y Higgins, 1992) (Figura 9). 
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Figura 8. Principales manifestaciones físicas de la EA (marcadas con flechas rojas). A. Placas 
seniles. B. Ovillos neurofibrilares. Ambas imágenes fueron tomadas a 100 aumentos y provienen 
















Según esta hipótesis, como consecuencia de la aparición de las placas seniles, 
empiezan a formarse dentro de las neuronas los ovillos neurofibrilares. Estos ovillos 
neurofibrilares contienen elevadas cantidades de proteína Tau, que se encuentra 
hiperfosforilada y formando agregados. La proteína Tau es una proteína asociada a los 
microtúbulos, cuya función es promover el ensamblaje y la estabilidad de los mismos 
en las células neuronales (Selkoe, 2003). La acumulación en forma de ovillos de esta 
proteína hiperfosforilada en las neuronas lleva a la degeneración y muerte neuronal 
(Iqbal  y Grundke-Iqbal, 2006), ocasionando los síntomas clínicos de la EA.  
Sin embargo, en la actualidad se está discutiendo si la Hipótesis de la Cascada 
Amieloide es del todo cierta. Existen estudios en los que se observa que el grado de 
acumulación de las placas seniles no se corresponde con el grado de demencia (Terry 
et al., 1991). También se ha descrito que en modelos murinos de EA la acumulación 
de Aβ se produce meses después de observar déficits de memoria (Lesne et al., 
2008). Además, en estudios donde se usaban técnicas de neuroimagen in vivo de 
tomografía por emisión de positrones (PET) se ha observado la presencia de placas 
seniles en individuos cognitivamente normales (Villemagne et al., 2008).  Por último, 
recientes ensayos clínicos con pacientes han demostrado que no todas las 

















Estas discrepancias pueden deberse a que aún no se conoce con precisión 
qué tipo de agregados de Aβ son los que tienen efectos tóxicos. Algunos estudios 
indican que puede ser la relación entre el fragmento de Aβ de 42 residuos y el 
fragmento Aβ de 40 residuos la que inicie el desarrollo de la enfermedad (Bentahir et 
al., 2006). Por otra parte, cada vez son más frecuentes los estudios donde describen 
que los agregados solubles de Aβ (oligómeros) pueden ser agentes patogénicos 
causantes de la EA (Glabe, 2005; Walsh y Selkoe, 2004; 2007). Por todo ello, se ha 
propuesto una revisión de la hipótesis, donde el Aβ jugaría un papel muy importante 









El principal factor de riesgo de la EA es la edad avanzada. Por ello, debido al 
progresivo envejecimiento poblacional que existe, la incidencia de la EA se ha visto 
aumentada en las últimas décadas. Según datos de la encuesta EDAD del año 2008, 
realizada por el Instituto Nacional de Estadística, en España padecen la EA una 
persona por cada 60 personas mayor de 60 años. Si observamos su prevalencia en 
cuanto a sexos, se puede afirmar que ésta es superior en mujeres, con un caso de 
cada 45 mujeres mayor de 60 años, mientras que en varones es de uno por cada 100 
hombres mayor de 60 años. Además, su prevalencia aumenta en edades más 
avanzadas, alcanzando el 40% en las personas mayores de 80 años, y constituye la 
décima causa de mortalidad en España. 
El diagnóstico de la EA se realiza hoy en día mediante examen neurológico, 
cuestionarios neuropsicológicos e imágenes tomadas del cerebro de pacientes. Los 
parámetros utilizados para predecir la EA atienden a las recomendaciones del Instituto 

















Alzheimer y enfermedades relacionadas (NINCDS-ADRDA) que fueron establecidos 
















Además de estos criterios, se realiza un diagnóstico neuropsicológico de 
demencia, basado en pruebas tomografía axial computerizada (TAC),  pruebas de 
resonancia magnética nuclear (RMN), pruebas de PET, electroencefalogramas, etc. 
que ayudan a descartar otras causas de deterioro mental y otras demencias. 
Sin embargo, con todas estas pruebas y criterios, el nivel de precisión del 
diagnóstico de la EA in vivo sólo puede aproximarse a “probable”. En la actualidad, la 
única forma de tener un diagnóstico definitivo de EA es el estudio del cerebro de los 
pacientes post mortem, donde se pueden detectar las placas seniles y los ovillos 
neurofibrilares (Chui et al., 1993). No obstante, la investigación en técnicas 
diagnósticas está dando sus frutos, y ya existen estudios en los que se describe el uso 
de medicamentos que, en combinación con técnicas de imagen, podrían permitir la 
Tabla 3. Criterios diagnósticos para la EA según el NINCDS-ADRDA. Adaptada de McKhann et al. 
(1984). 
2. Evidencias histopatológicas obtenidas por biopsia o necropsia.
1. Déficit cognitivo demostrado mediante examen clínico y documentado con tests y escalas validados.
7. Presencia de afasia, apraxia, agnosia.
8. Alteración de patrones de conducta e incapacidad para realizar tareas cotidianas
9. Historia familiar.
10. Exámenes complementarios: líquido cefalorraquídeo normal, enlentecimiento inespecífico o anormalidad 
en el electroencefalograma, y signos de atrofia cerebral progresiva en estudios seriados de TAC cerebral.
CRITERIOS PARA EL DIAGNÓSTICO CLÍNICO DEFINITIVO EA
1. Cumplir los criterios clínicos de EA probable.
2. Déficit en dos o más áreas cognitivas (memoria, juicio, cálculo, etc.).
3. Empeoramiento PROGRESIVO de la memoria y de otras funciones cognitivas.
4. Ausencia de trastornos de la conciencia (delirium).
5. Inicio entre los 40 y 90 años.
6. Sin evidencia de otras enfermedades cerebrales o sistémicas que pudiesen justificar el cuadro.
Apoyan el diagnóstico de EA probable:
CRITERIOS PARA EL DIAGNÓSTICO CLÍNICO DE POSIBLE EA
1. Demencia con variaciones en su inicio, en la presentación o en el curso clínico, inusuales en la EA, pero 
para la que no hay explicación alternativa.
2. Presencia de un trastorno secundario sistémico o cerebral capaz de producir demencia del enfermo.
3. Existencia de un déficit gradual progresivo de las funciones cognitivas.




detección de la EA con antelación (Barthel et al., 2011a; 2011b; Barthel y Sabri, 2011; 
Herholz y Ebmeier, 2011). Además, también se ha descrito que cierta combinación de 
biomarcadores en el líquido cefalorraquídeo podría utilizarse en el diagnóstico de la 
enfermedad (Craig-Schapiro et al., 2011; Mattsson et al., 2012). 
Previo al estadio de enfermedad, aparece el deterioro cognitivo leve (DCL) en 
el que se ven alteradas una o varias funciones cognitivas pero no es calificado como 
demencia. Sin embargo, se estima que el 55% de los casos con DCL manifiesta en un 
plazo de aproximadamente 4,5 años la EA (Ávila et al., 2004). 
La manera de clasificar la EA en la actualidad responde a criterios arbitrarios 
en función de la edad de diagnóstico. Si la enfermedad aparece después de los 65 
años se diagnostica como EA de aparición tardía, y representa la gran mayoría de los 
casos. Este tipo de EA es de etiología compleja, dado que atiende a una suma de 
factores ambientales y genéticos que, tomados de manera aislada, no serían 
suficientes para desarrollar la enfermedad. Aun así, se han descrito algunos genes 
como factores de riesgo para el desarrollo de este tipo de EA, como el gen APOE (gen 
de la apolipoproteína E, situado en el cromosoma 19) (Corder et al., 1993). Además, 
se han propuesto otros muchos genes candidatos a participar en el desarrollo de la EA 
tardía, si bien su implicación aún es incierta (Rocchi et al., 2003). Es probable que en 
este tipo de EA, algunos de estos factores genéticos interactúen de manera sinérgica 
con los factores ambientales dando lugar a la aparición de la enfermedad, tal y como 
ocurre en otras enfermedades relacionadas con la edad con un componente genético, 
como la diabetes o el cáncer (Tanzi, 1999). 
Por otro lado, cuando la EA se diagnostica en personas menores de 65 años, 
se habla de EA de aparición precoz o presenil. Se ha descrito que la EA precoz es de 
tipo familiar, con un patrón de herencia mendeliana, y representa entre el 1-5% de los 
casos (Shastry y Giblin, 1999). En su desarrollo y herencia están relacionados tres 
genes: el gen APP (gen de la APP, situado en el cromosoma 21), PS-1 (gen de la 
proteína presenilina-1, en el cromosoma 14) y PS-2 (gen de la proteína presenilina-2, 
en el cromosoma 1) (Schellenberg, 1995). En relación a la EA de tipo hereditario, se 
ha publicado un estudio reciente en el que se postula que se podría llegar a predecir 
este tipo de EA con más de 20 años de antelación, usando diferentes marcadores de 
líquido cefalorraquídeo, acumulación de Aβ y seguimiento del metabolismo cerebral 
(Bateman et al., 2012), si bien los autores indican que son necesarios estudios 




4.1 MODELOS DE ESTUDIO EN EA 
El conocimiento de la EA ha avanzado, en gran medida, debido a las 
investigaciones en tejido cerebral obtenido de autopsias de pacientes que sufrieron la 
enfermedad. Sin embargo, este tipo de estudios limitan la capacidad de analizar las 
causas de la neurodegeneración, tanto a nivel celular como molecular. Asimismo, 
pueden existir eventos aislados, inespecíficos, no relacionados con el desarrollo de la 
EA que den falsa información sobre las consecuencias de la enfermedad en el cerebro 
de los afectados. Por este motivo, desde hace años las investigaciones se centran en 
el uso de modelos in vivo e in vitro, permitiendo grandes avances en el conocimiento 
de algunos aspectos de la enfermedad. 
Los modelos in vivo se basan en animales de experimentación, donde las 
características de la EA pueden reproducirse en mayor o menor grado. 
Tradicionalmente los modelos murinos son los más usados, debido a su disponibilidad, 
dimensiones, bajo costo, fácil manejo y alta tasa de reproducción. Estos modelos son 
capaces de reproducir algunos aspectos de la EA, como cambios bioquímicos o 
histopatológicos (acumulación de Aβ y/o presencia de proteína Tau hiperfosforilada), 
observándose pérdida neuronal y sináptica, y déficits en la memoria, en el 
conocimiento, en la función global, comportamiento y actividades rutinarias. Sin 
embargo, para conseguir estos modelos murinos hace falta modificar genéticamente a 
los animales, pues estos no desarrollan de manera “natural” la EA. Se han empleado 
animales con mutaciones en la APP, la proteína Tau o las presenilinas, pero en 
ninguno de estos modelos se ha mostrado la agregación de la proteína Tau en los 
típicos ovillos neurofibrilares, ni una pérdida significativa de cuerpos neuronales (Hock 
y Lamb, 2001). Además, debido a su corto tiempo de vida (no más de dos años), es 
difícil hacer un seguimiento temporal extenso, pues el desarrollo de la EA requiere de 
más tiempo. Por todo ello, el mayor beneficio generado por el uso de modelos murinos 
ha sido la caracterización de la expresión de genes implicados con mayor o menor 
seguridad en la EA y la posibilidad de estudiar algunas aproximaciones terapéuticas 
(Jami, 1988; Duff y Suleman, 2004). 
Dado que los modelos murinos no desarrollan fielmente todas las alteraciones 
propias de la EA, se han propuesto otros modelos animales que sí pueden llegar a 
desarrollar todos los síntomas típicos de la enfermedad. De este modo, se podría 
establecer una jerarquía in vivo de los eventos más relevantes (causales y 
consecuentes), además de permitir estudiar la enfermedad desde su inicio, y poder 




modelos se centran sobre todo en embriones de pollo y perros (Carrodeguas et al., 
2005; González-Martínez et al., 2011), aunque también se han propuesto otras 
especies como conejos, delfines o primates (Sarasa y Pesini, 2009). 
Por otro lado, los modelos de EA in vitro se centran en la investigación en 
líneas celulares en las que se pueden investigar las causas de la enfermedad, su 
desarrollo, los mecanismos moleculares e incluso probar aproximaciones terapéuticas. 
Existen modelos de estudio sobre líneas celulares neurales donde, por ejemplo, se 
han propuesto nuevos genes asociados a la EA (Martínez-García et al., 2010), se ha 
profundizado en la función de los oligómeros de Aβ (Lacor et al., 2007) o se ha 
estudiado el papel de la apoptosis (muerte celular programada) en relación con la 
enfermedad (Calissano et al., 2009). 
Además, una estrategia alternativa y complementaria es el uso de tejidos 
periféricos de pacientes con EA. Numerosas evidencias experimentales hacen pensar 
que la EA, como otras enfermedades del sistema nervioso, puede manifestarse a nivel 
sistémico, aunque sus repercusiones clínicas sean de menor grado (Eckert et al., 
1994; Gibson y Huang, 2002; Nagy et al., 2002). El uso de células extraneurales 
ofrece ventajas comunes a otros modelos celulares y, además, permite la posibilidad 
de estudiar procesos patológicos a cualquier nivel de progresión de la enfermedad. La 
utilización de células extraneurales, como las células mononucleares de sangre 
periférica: monocitos y linfocitos (CMSP), plaquetas y fibroblastos (Etcheberrygaray e 
Ibarreta, 2001) ha permitido la identificación de un buen número de alteraciones 
celulares y moleculares que mimetizan fenómenos comparables a los ocurridos en el 
cerebro de individuos afectados por la EA (Mórocz et al., 2002; Bartolomé et al., 2007; 
Ciccocioppo et al., 2008). En el caso de las CMSP, los linfocitos representan el mejor 
modelo de estudio, pues muestran muchas similitudes fisiológicas y bioquímicas con 
las neuronas, como encontrarse en el mismo estado de ciclo celular y presentar 
sistemas biológicos idénticos o similares, como el sistema metabólico de síntesis de 
APP (Li et al., 1999), o la expresión de presenilinas (Takahashi et al., 2003). 
Asimismo, estos modelos se pueden utilizar también para la búsqueda de 
biomarcadores que pudieran servir para el diagnóstico precoz de la EA, así como para 
la monitorización de posibles tratamientos terapéuticos. A continuación se detallan los 






4.2. ESTRÉS OXIDATIVO EN EA 
El estrés oxidativo está estrechamente ligado con la patogénesis de la EA 
(Figura 11), habiendo sido propuesto incluso como una causa temprana de la 
enfermedad (Aluise et al., 2010; Singh et al., 2010). Está descrito que el cerebro de los 
pacientes con EA tiene más estrés oxidativo que un cerebro de una persona sin EA, y 
además tiene una mayor susceptibilidad frente al mismo y menores niveles de 















Es importante destacar que el sistema nervioso central es particularmente 
vulnerable a los efectos producidos por los RL debido a varias circunstancias:  
- Tiene un elevado consumo de oxígeno (1/5 parte del consumo total del cuerpo) 
(Reiter, 1995). 





















Figura 11. Modelo esquemático de la influencia del estrés oxidativo en la patogénesis de la EA. 
Los oligómeros de Aβ generados en las neuronas activarían los canales de calcio de la membrana 
celular, produciéndose un aumento de su concentración intracelular. La elevada concentración de 
calcio favorecería la producción de RL y ROS a través de la mitocondria. Además, la presencia de 
metales incrementaría su producción vía reacción de Fenton y Haber-Weiss. Los RL y ROS 
producidos pueden atacar los lípidos de la membrana celular, las proteínas y los ácidos nucléicos. 
Figura compuesta a partir de Mondragón-Rodríguez et al. (2010) y Texel y Mattson (2011). M.C.: 
membrana celular; APP: proteína precursora amiloide; β: lugar de corte de β-secretasas; γ: lugar de 
corte de γ-secretasas; Aβ-o: oligómeros de péptido β -amiloide; Ca2+: calcio; O2-•: anión superóxido; 




- La cantidad de enzimas antioxidantes que posee es relativamente precaria 
(Halliwell, 1989). 
- En el cerebro de pacientes con demencia tipo Alzheimer se han hallado niveles 
aumentados de algunos elementos, como hierro, cobre, zinc, mercurio y 
aluminio, que son potentes catalizadores para la producción de RL y ROS 
(Mutter et al., 2010; Rusina et al., 2011; Pithadia y Lim, 2012). 
Además, el aumento en el estrés oxidativo de las personas con EA no se limita 
al tejido neural. También existe un elevado estrés oxidativo en tejidos periféricos 
(Gibson y Huang, 2002), que se ha observado en fibroblastos (Begni et al., 2004; 
Naderi et al., 2006; Ramamoorthy et al., 2012), en células sanguíneas (Mórocz et al., 
2002; Kadioglu et al., 2004; Leutner et al., 2005; Sultana et al., 2011) o incluso en 
fluidos corporales, como suero, plasma y orina (Kim et al., 2004; Lee et al., 2007; 
Casado et al., 2008; Padurariu et al., 2010). De este modo, se hace más sencillo poder 
realizar investigaciones relacionadas con el estrés oxidativo en EA, dado que el 
manejo de estos tejidos es mucho más fácil y menos costoso que el uso de tejido 
neural, ya sea en modelos animales o en cerebros post mortem. Por ello, se decidió 
utilizar CMSP y plasma sanguíneo como muestras de estudio en la presente Tesis 
Doctoral. 
4.3. TERAPIAS ANTIOXIDANTES EN EA 
 Debido a que el estrés oxidativo es un factor muy importante, tanto en la 
patogénesis como en el desarrollo de la EA, representa una atractiva diana para 
probar distintas aproximaciones terapéuticas que puedan prevenir la aparición de la 
enfermedad o retrasar sus consecuencias una vez diagnosticada. Existen multitud de 
compuestos que han sido utilizados con mayor o menor éxito. A continuación se 
describen brevemente, en función de su naturaleza: 
  
4.3.1. Fármacos 
 Actualmente se han probado diversos fármacos para tratar la EA, como por 
ejemplo los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). Si bien no parece que la mayoría 
tengan algún tipo de efecto, existen estudios en los que inhibidores específicos de 
ciclooxigenasa-2 (COX-2), como el rofecoxib, redujeron el estrés oxidativo en modelos 
animales (Nivsarkar et al., 2008), aunque parece que en humanos puede tener efectos 




Actualmente el uso de este medicamento está prohibido, debido a que aumenta los 
riegos de padecer problemas cardiovasculares (Jüni et al., 2004). Aun así, se siguen 
investigando otros inhibidores de la COX-2 que pudieran remitir alguna de las 
características de la EA que estén relacionadas o no con estrés oxidativo (Small et al., 
2008). 
 Otra molécula que ha sido testada es el Factor neurotrófico derivado del 
cerebro (BDNF). Se ha descrito que ha reducido el estrés oxidativo, además de otras 
consecuencias de la EA (daño sináptico o muerte celular, entre otras) en modelos 
animales de la enfermedad (Nagahara et al., 2009). Sin embargo, es difícil que se 
pruebe este fármaco en humanos, dado que es una molécula demasiado grande para 
penetrar en la barrera hematoencefálica y su administración es demasiado arriesgada, 
pues debe hacerse directamente en el cerebro a través de una cánula que atraviese el 
cráneo (Slevin et al., 2006). 
 4.3.2. Extractos de plantas 
 Existen diferentes moléculas derivadas de plantas que han sido estudiadas 
para determinar su posible utilización como terapia para la EA. La huperzina-A es una 
molécula alcaloide que se extrae del Licopodio aserrado (Huperzia serrata) y que se 
usa en la medicina tradicional china para tratar diversas enfermedades. Tanto en  
estudios in vitro como en modelos animales se ha observado que disminuye el estrés 
oxidativo, además de otras características de la EA (Wang y Tang, 2005) y aunque ya 
se han realizado algunos ensayos clínicos en humanos, es necesario profundizar en 
su estudio para determinar si puede existir algún efecto negativo (Wollen, 2010). 
 La curcumina es un polifenol que se extrae de la Cúrcuma (Curcuma longa) y 
es una prometedora molécula para la terapia de EA, pues además de su efecto 
antioxidante, tiene otras actividades neuroprotectoras, como la inhibición de la 
formación de Aβ , la disolución de las placas ya existentes o efectos antiinflamatorios 
(Cole et al., 2007). El problema de la curcumina es que, a pesar de penetrar fácilmente 
la barrera hematoencefálica, por vía oral se observa una baja absorción, por lo que 
debe combinarse con otras moléculas para mejorar su biodisponibilidad (Wollen, 
2010). Sin embargo, en algunos ensayos clínicos en humanos no se observan efectos 
significativos tras su administración (Ringman et al., 2008). 
 El resveratrol es otro polifenol que se encuentra en el vino tinto, cacahuetes y 
otras plantas, que reduce el estrés oxidativo además de otras características de la EA 




resveratrol reduce la neurotoxicidad y la muerte celular, y previene deficiencias en el 
aprendizaje (Kim et al., 2007). Además, ya existe algún estudio en el que se detecta 
que un consumo moderado de vino tinto puede reducir el riesgo de padecer EA 
(Luchsinger et al., 2004). Por el contrario, el resveratrol sufre el mismo problema de 
biodisponibilidad que la curcumina, necesitando ser administrado asociado a otros 
compuestos, como por ejemplo la quercetina. Además, el hecho de que el resveratrol 
se utilice como terapia en pacientes con EA está sujeto al éxito de ensayos clínicos en 
humanos, que actualmente se encuentran en fase II 
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01504854). 
 Además, también se han realizado estudios con extractos de Ginkgo (Ginkgo 
biloba) por poseer propiedades antioxidantes. Sin embargo los estudios en humanos 
han reportado resultados contradictorios en ensayos clínicos (Wollen, 2010), por lo 
que se hace necesario continuar profundizando en su estudio. Por otro lado, también 
se han probado las propiedades antioxidantes de los extractos de raíz de la Bufera o 
Gingseng Indio (Withtania somnífera), obteniendo resultados positivos in vitro y en 
modelos animales (Kuboyama et al., 2005; Tohda, 2008), si bien aún no se han 
realizado ensayos clínicos en humanos. 
 4.3.3. Nutrientes y vitaminas 
 La suplementación con algunos nutrientes y vitaminas también ha sido 
estudiada como terapia para la EA, con diferentes resultados. Entre algunos de los 
nutrientes más utilizados se puede destacar: 
- Ácido α-lipoico: es un ácido graso que se encuentra en las células y algunos 
alimentos y puede ser sintetizado por el organismo. Es un potente antioxidante 
que puede atravesar fácilmente la barrera hematoencefálica y ejercer efectos 
neuroprotectores (Maczurek et al., 2008) y sus efectos antioxidantes han 
quedado demostrados en modelos de la enfermedad, tanto in vitro como in vivo 
(Farr et al., 2003; Moreira et al., 2007). Sin embargo, aún son necesarios más 
ensayos clínicos para obtener resultados fiables acerca de su utilidad como 
suplemento terapéutico (Wollen, 2010). 
- Acetil-L-carnitina: derivado del aminoácido L-carnitina, es una molécula que 
inhibe la formación de RL y elimina los ácidos grasos tóxicos que pudieran 
dañar a la mitocondria (Carta et al., 1993). Estudios in vitro han reportado una 
disminución en marcadores de daño oxidativo así como una menor muerte 




han sido testados con éxito en modelos animales de EA (Zhou et al., 2011). 
También existen algunos ensayos clínicos en pacientes con EA que obtuvieron 
resultados prometedores (Pettegrew et al., 1995; Montgomery et al., 2003), si 
bien aún es necesario realizar estudios con un mayor número de participantes. 
- Coenzima Q10: esencial para la producción de energía en la mitocondria, se 
ha observado que debido a sus propiedades antioxidantes reduce el estrés 
oxidativo en ensayos in vitro y en modelos murinos (Ono et al., 2005; Yang et 
al., 2008). Además, también ha generado resultados positivos de ensayos 
clínicos en enfermedades neurodegenerativas que no son EA (Liu et al., 2011). 
Sin embargo, aún no hay publicado ningún ensayo clínico en pacientes con EA. 
No obstante, la variante sintética de la coenzima Q10, la idebenona, sí ha sido 
testada en pacientes con EA, aunque con resultados dispares (Wollen, 2010). 
- N-acetil-cisteína (NAC): es una molécula precursora del GSH, el antioxidante 
con mayor prevalencia en el cerebro y el más importante en el ser humano. 
Atraviesa con facilidad la barrera hematoencefálica (Anderson y Luo, 1998), de 
manera que provee cisteína, el sustrato limitante en la síntesis de GSH (Kimura 
y Kimura, 2004; Pocernich y Butterfield, 2012). Además de incrementar los 
niveles de GSH, la NAC es capaz de interactuar directamente con los RL 
(Aruoma et al., 1989; Pocernich y Butterfield, 2012). Estudios in vitro 
desarrollados en células asociadas a EA, tanto neurales como extraneurales,  
han mostrado una prevención en los efectos tóxicos de Aβ y  una disminución 
en los niveles de biomarcadores de daño oxidativo, así como una reducción en 
la muerte celular (Moreira et al., 2007; Hsiao et al., 2008). Adicionalmente, los 
trabajos realizados en modelos in vivo también detectan un efecto beneficioso 
de la NAC sobre el daño oxidativo presente en estos modelos de EA (Farr et 
al., 2003; Tchantchou et al., 2005; Hazel et al., 2006; Hsiao et al., 2012). Por 
otro lado, existe algún ensayo clínico en humanos (Adair et al., 2001), pero 
tiene ciertas limitaciones y las conclusiones han de corroborarse con trabajos 
más exhaustivos. Por estos motivos, la NAC fue seleccionada como uno de los 
antioxidantes de referencia para la realización de la presente Tesis Doctoral. 
También es común el uso de tratamientos basados en la suplementación con 
vitaminas con propiedades antioxidantes. El ácido ascórbico (AA), o vitamina C, es 
una molécula que juega un papel muy importante en el desarrollo del cerebro y que 
además ofrece protección durante todo el ciclo de vida (Harrison y May, 2009). Es uno 




medio acuoso y al amplio rango de RL que es capaz de interceptar (Frei et al., 1990). 
Otra de las ventajas del uso del AA es su bajo coste y su baja toxicidad (Harrison, 
2012). Existen estudios in vitro que han demostrado que el AA disminuye los 
biomarcadores de estrés oxidativo y reduce la muerte celular en modelos celulares 
neurales y en células de neuroblastoma de modelos murinos de EA (Yallampalli et al., 
1998; Montilla-López et al., 2002; Heo et al., 2004). En modelos animales, se ha 
conseguido mejorar algunas funciones cognitivas en ratones doble-mutantes para los 
genes de la APP y de la proteína presenilina-1 (Harrison et al., 2009), y aunque no 
detectaron cambios en el estatus oxidativo del cerebro a corto plazo, postulan que 
esas mejoras cognitivas se deberían en gran medida a los efectos antioxidantes que sí 
serían detectables a largo plazo. Atendiendo a los estudios existentes en humanos 
basados en suplementación, se han observado resultados dispares (Arlt et al., 2012; 
Kontush, et al., 2001; Fillenbaum et al., 2005), si bien en algunos de ellos se podría 
mejorar el diseño experimental teniendo en cuenta el papel de los transportadores 
celulares del AA (Harrison, 2012).  
Otra vitamina que ha sido investigada para su uso en terapias antioxidantes 
frente a EA es el α-tocoferol o vitamina E (incluyendo sus equivalentes, como el 
Trolox). Se han observado resultados beneficiosos in vitro, tanto en células neurales 
(Behl et al., 1992; Pereira et al., 1999; Kölsch et al., 2001; Butterfield, 2002; Behl y 
Moosmann, 2002) como en tejidos extraneurales (Kontush y Schekatolina, 2004), 
donde disminuye el daño oxidativo y la muerte celular. Además, reduce los 
marcadores de estrés oxidativo y previene la pérdida de funciones cognitivas en 
modelos animales de la enfermedad (Yamada et al., 1999; Sung et al., 2004). No 
obstante, los resultados de ensayos realizados en humanos son más bien 
contradictorios. Algunos estudios detectan acciones beneficiosas (Sano et al., 1997; 
McIntosh et al., 1999; Pavlik et al., 2009), mientras que otros, en cambio, no observan 
ningún efecto o incluso reacciones negativas (Boothby y Doering, 2005; Petersen et 
al., 2005; Arlt et al., 2012). Recientemente, se ha propuesto la Hipótesis de la Paradoja 
de la Vitamina E en EA (Lloret et al., 2009). Siguiendo las indicaciones de esta 
hipótesis, otros estudios ya han observado que antes de realizar cualquier tratamiento 
con este suplemento ha de testarse en el paciente, pues puede que su uso resulte o 
no beneficioso (Brewer, 2010; Viña et al., 2011). 
Por último, otra estrategia complementaria a la hora de probar terapias 
antioxidantes en EA es la de combinar suplementos. Se han obtenido resultados 




1999; Harrison et al., 2009: Suchy et al., 2009), como en ensayos con humanos 
(Kontush et al., 2001; Fillenbaum et al., 2005; Lott et al., 2011; Galasko et al., 2012), 
donde casi siempre estaba presente la combinación de las vitaminas C y E. Por ello, 
debido a la gran cantidad de estudios existentes relacionados con estas dos vitaminas, 
también han sido incluidas como antioxidantes de referencia para ser utilizadas en 
esta Tesis Doctoral. 
 
5. AGUAS MINERO-MEDICINALES SULFURADAS 
Las aguas minero-medicinales han sido utilizadas como medida terapéutica en 
los seres humanos desde la antigüedad, como se ha podido comprobar en diferentes 
yacimientos de la Península Ibérica (Moltó, 1992). 
 Legalmente, el concepto de agua minero-medicinal se define como “aquellas 
aguas de origen natural utilizadas en terapéutica y con propiedades terapéuticas 
conocidas y probadas” pero que además cumplen con una serie de requisitos (Armijo, 
1968): 
- Los límites de su composición no deben disminuir de unos mínimos y siempre 
deben mantener una constante. La constancia de su composición va unida a su 
acción terapéutica, y por supuesto, ha de estar totalmente exenta de sustancias 
que impliquen riesgo para la salud. 
- Contener más de un gramo por litro de sustancias minerales disueltas, si bien 
para su clasificación es preciso que la relación de un determinado componente 
con los de la totalidad de su misma carga sea por lo menos de 20 
miliequivalentes por cien. 
- Contener por litro, prescindiendo de su mineralización total, sustancias o 
elementos particularmente activos. 
La Sociedad Española de Hidrología Médica propone diversas clasificaciones 
de las aguas minero-medicinales, siendo la más utilizada la clasificación química por el 
contenido aniónico/catónico predominante, donde un anión/catión debe aparecer más 
del 20% de la mineralización global para clasificar el agua como tal. Cabe destacar 
que un agua minero-medicinal puede compartir características de la siguiente 
clasificación y suelen encontrarse, además, oligoelementos que también son 




son: cloruradas, sulfatadas, sulfuradas, biocarbonatadas, carbogaseosas, radiactivas, 
oligometálicas y ferruginosas. Además, otra clasificación de las aguas minero-
medicinales puede hacerse en función de su temperatura, clasificándose del siguiente 
modo: aguas frías (menos de 20 ºC), aguas hipotermales o templadas (de 21  a 35 
ºC), aguas mesotermales o calientes (de 35 a 45 ºC) y aguas hipertermales o muy 
calientes (más de 45 ºC). 
De todos los yacimientos encontrados en la Península Ibérica, más de la mitad 
contienen aguas minero-medicinales sulfuradas, siendo activos en la actualidad el 
25% de los balnearios que ofrecen este tipo de aguas (Moltó, 1992). 
Una de las características más importantes del agua sulfurada (AS) es su alto 
contenido en sulfuro de hidrógeno (H2S). Esta molécula ha generado en los últimos 
años un gran interés en la comunidad científica, pues se han descubierto multitud de 
funciones en el organismo relacionadas con ella. Se ha descrito que está presente en 
el plasma sanguíneo a una concentración de entre 25 y 80 µM y su vida media es de, 
al menos, 30 minutos (Wang et al., 2010). Puede participar en la angiogénesis, la 
modulación de la tensión sanguínea, tener efectos vasculoprotectores, 
hepatoprotectores y nefroprotectores, proteger la mucosa gástrica, regular la 
inflamación y muerte celular o actuar como neuromodulador (Kimura, 2002; Qu et al., 
2008; Whitemore y Moore, 2009; Wang et al., 2010; Predmore et al., 2012). Además, 
se ha detectado en estudios in vitro que los astrocitos humanos producen H2S en 
respuesta a estímulos pro-inflamatorios y frente a daño neuronal, lo que le confiere un 
carácter neuroprotector (Lee et al., 2009). De este modo, se podría esperar que el AS 
tuviera efectos similares. 
En relación con la EA, se ha observado que los cerebros de personas con la 
enfermedad tienen el H2S significativamente disminuido respecto de personas sanas 
(Eto et al., 2002; Kamoun, 2004). Debido a ello y a las propiedades mencionadas del 
H2S, se está investigando la posible incorporación de esta molécula como 
aproximación terapéutica en EA. Actualmente, existen estudios in vitro que observan 
efectos del H2S que podrían ser beneficiosos en el desarrollo de la enfermedad (Lee et 
al., 2010; Zhang et al., 2011), y ya se han probado diferentes compuestos que 
contienen H2S en estudios con animales con resultados prometedores (Chauhan, 
2006; Gong, 2010). 
Ahora bien, todas las propiedades anteriormente mencionadas tienen un 




que la actividad más importante del H2S es su capacidad antioxidante. El H2S 
reacciona fácilmente con, al menos, cuatro ROS diferentes: O2• -, H2O2, peroxinitrito e 
hipoclorito (Braga et al., 2012) y también puede eliminar el exceso de óxido nítrico 
producido durante los procesos de inflamación (Kimura y Kimura, 2004). Además, 
también demuestra sus propiedades antioxidantes aumentando la síntesis de GSH 
(Kimura y Kimura, 2004; Braga et al., 2008 y 2012; Benedetti et al., 2009; Hernández 
et al., 2009; Predmore et al., 2012). 
Hoy en día, la mayoría de los tratamientos realizados con AS se han aplicado 
de manera tópica, ya que su absorción es mucho mayor que por vía digestiva 
(Ekmekcioglu et al., 2002; Hernández et al., 2009). Sin embargo, también se han 
realizado curas hidropínicas con buenos resultados (Benedetti et al., 2009), a pesar de 
su sabor metálico y su mal olor, que podrían resultar un inconveniente en relación a la 
aceptación del tratamiento por parte de los posibles pacientes. No obstante, aún no 
existen estudios que relacionen directamente los efectos antioxidantes del AS en 
biomarcadores de daño oxidativo en pacientes de EA, por lo que resulta de gran 
interés investigar sobre ello, en busca de una futura aplicación terapéutica que pueda 
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue aportar nuevos datos sobre cómo 
el progresivo envejecimiento que se observa en la población mundial está afectando a 
personas con trastornos de elevada incidencia, como son el SD y la EA, que cursan 
con patologías del sistema nervioso (deficiencia mental y demencia, respectivamente). 
Además, dado que en un elevado porcentaje las personas con SD acaban 
desarrollando EA se eligieron estas dos poblaciones para la realización la presente 
Tesis Doctoral. 
En el caso del SD, aunque se ha observado que la función renal sufre cierto 
deterioro a medida que la edad avanza y que la excreción urinaria de Cr está 
disminuida en la población mayor, no existe bibliografía concluyente acerca de si esta 
función está afectada en este síndrome, pues hasta hace poco la esperanza de vida 
de estas personas no era muy elevada. Está descrito que las personas con SD sufren 
un envejecimiento prematuro que puede estar causado en gran parte a un elevado 
estrés oxidativo debido a un efecto de dosis de la enzima SOD1 (codificada en el 
cromosoma 21). En trabajos previos de nuestro laboratorio, donde se analizan 
biomarcadores de estrés oxidativo urinarios ya se sugiere que pueden existir 
problemas en la función renal de estas personas. Sin embargo, aún no existía ningún 
estudio concreto que analizara esta función. Además, dado que una de las patologías 
más frecuentes en personas con SD es el hipotiroidismo, también se trató de 
relacionar la función renal con una disminución en la producción de hormonas 
tiroideas. 
Por otro lado, el progresivo envejecimiento poblacional tiene como 
consecuencia que enfermedades en las que el envejecimiento es uno de los factores 
de riesgo, como la EA, hayan aumentado su incidencia en las poblaciones humanas. 
Por ello, la búsqueda de nuevas aproximaciones que permitan mejorar la calidad de 
vida en este tipo de personas adquiere una gran importancia. Está descrito que el 
estrés oxidativo juega un papel muy importante en la patogénesis de la EA, y que las 
personas con EA muestran niveles elevados de estrés oxidativo, tanto en tejidos 
neurales como extraneurales. De este modo, es posible usar células sanguíneas de 
personas con EA para investigar diferentes aspectos de la enfermedad, ocasionando 
el menor trastorno posible al paciente y obteniendo gran cantidad de material para 
trabajar con él. Por otro lado, el daño oxidativo está siendo considerado como posible 
diana terapéutica para mejorar la homeostasis de personas con esta enfermedad 
neurodegenerativa y, aunque se han probado diferentes agentes antioxidantes como 
aproximación terapéutica, aún no se conoce ningún estudio que utilice aguas minero-
medicinales sulfuradas. La característica principal de estas aguas es que poseen una 
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gran capacidad antioxidante y neuroprotectora, gracias al sulfuro de hidrógeno que 
contienen. 
 
Por todo ello, se seleccionaron los siguientes objetivos concretos: 
 
1. Determinar los niveles urinarios de Cr y GE en una población con SD de 
la Comunidad de Madrid y compararlos con los de una población control 
de la misma área geográfica. 
2. Relacionar los niveles urinarios de Cr y GE con parámetros socio-
demográficos: sexo, edad y hábitos alimenticios en ambas poblaciones 
(SD y controles). 
3. Establecer una conexión entre hipotiroidismo y función renal en SD, de 
manera que se pueda determinar si el hipotiroidismo podría afectar a la 
función renal de personas con SD. 
4. Determinar los niveles de estrés oxidativo en una población con EA de 
la Comunidad de Madrid, a través de biomarcadores de daño oxidativo 
a ADN, proteínas y glicoxidación, así como niveles de antioxidantes, 
comparándolos con una población control sin EA de la misma área 
geográfica. 
5. Analizar in vitro las ventajas del uso de antioxidantes como terapia en la 
EA utilizando las propiedades antioxidantes del AS, respecto del daño 
oxidativo al ADN en EA, comparándolas con las propiedades de otros 
antioxidantes exógenos ya conocidos. 
6. Relacionar el daño oxidativo al ADN con la viabilidad celular en CMSP 
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1. MUESTRA POBLACIONAL 
1.1. MUESTRA POBLACIONAL SD 
El grupo con SD estaba compuesto por 103 individuos, 49 varones y 54 
mujeres, con edades comprendidas entre 1 y 57 años (media=24 años). En todos ellos 
fue comprobado el diagnóstico mediante análisis citogénetico que fue facilitado por sus 
progenitores o tutores legales al laboratorio. De los 103 individuos con SD, 96 
individuos presentaban trisomía regular del cromosoma 21, 5 individuos trisomía del 
cromosoma 21 por translocación robertsoniana y 2 individuos mosaicismo. Los 
integrantes de este grupo pertenecían a diferentes colegios y centros de educación 
especial (en el caso de los más jóvenes) o a centros de día para personas con 
discapacidad intelectual (en el caso de los adultos) y todos residían en la Comunidad 
de Madrid. 
 La población control de SD estaba compuesta por 82 individuos (33 varones y 
49 mujeres), no fumadores, aparentemente sanos y con un complemento 
cromosómico diploide normal (sin SD). Las edades de los individuos pertenecientes a 
este grupo estaban comprendidas en el rango de 5 a 59 años (media=27 años). Otra 
característica importante de este grupo es que, además, estaba formado en su 
totalidad por hermanos y hermanas de los integrantes del grupo con SD. De esta 
manera se pretendió limitar, en la medida de lo posible, la influencia de los factores 
ambientales, fundamentalmente la alimentación. 
 Con objeto de estudiar con más profundidad el efecto del factor ‘Edad’ en las 
variables seleccionadas, las dos poblaciones fueron subdivididas en 5 grupos 
diferentes de edad: Grupo I (1-9 años, 23 individuos), Grupo II (10-15 años, 28 
individuos), Grupo III (16-25 años, 59 individuos), Grupo IV (26-40 años, 40 individuos) 
y Grupo V (mayores de 40 años, 35 individuos). Estos grupos representan, 
respectivamente: infancia, adolescencia pre-menarquia (basado en mujeres), edad 
adulta temprana, edad adulta y senescencia (basado en los individuos con SD y de 
acuerdo a la clasificación de Bittles et al., 2007). 
 A todos los individuos o sus representantes legales se les entregó un 
cuestionario donde se solicitaba información acerca de parámetros sociodemográficos 
(sexo y edad), cariotipo, estilo de vida (hábitos alimenticios relacionados con la 
frecuencia de ingesta de diferentes tipos de alimentos) y si estaban siguiendo algún 
tipo de tratamiento para el hipotiroidismo (sobre todo para el caso de la población con 
SD). 
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1.2. MUESTRA POBLACIONAL EA 
El grupo con EA lo compusieron 25 individuos, 17 mujeres y 8 varones, con 
edades comprendidas entre los 66 y los 93 años (media=79 años). El diagnóstico se 
realizó en la Unidad de Demencias del Servicio de Geriatría del Hospital Clínico San 
Carlos de Madrid siguiendo los protocolos estándar de diagnóstico de esta patología 
(McKhann et al., 1984; Roth et al., 1986). 
Con objeto de tener unos datos de referencia con los que poder contrastar los 
resultados obtenidos en el grupo con EA, se utilizó una muestra poblacional de 
personas clínicamente sanas para esta patología y con un rango de edad similar. Este 
grupo control estaba compuesto por 25 individuos, 7 mujeres y 18 varones, con un 
rango de edad comprendido entre los 58 y los 88 años (media=76 años). Las muestras 
de los individuos pertenecientes a este grupo fueron obtenidas del Sanatorio San 
Francisco de Asís de Madrid. 
 
2. OBTENCIÓN Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS 
La obtención de las muestras se realizó de acuerdo con los estándares éticos 
trazados por la Asociación Médica Mundial en la declaración de Helsinki de 1975 y en 
sus posteriores revisiones (Asociación Médica Mundial, 2008). La realización del 
trabajo fue aprobada por el Comité de Bioética del Consejo Superior de 
Investigaciones Científicas (CSIC). 
En el caso de la población con SD, se seleccionó la orina como matriz donde 
se analizarían las variables de estudio: Cr y GE. La elección de orina como matriz de 
estudio fue debida a que su obtención es menos traumática, tiene menos riesgos de 
contagio de enfermedades para participantes e investigadores y proporciona un 
volumen suficiente para realizar múltiples ensayos. Todos los participantes de este 
estudio o sus representantes legales firmaron el consentimiento informado para ser 
incluidos en el estudio, donde se les detallaba los análisis que se iban a realizar y 
daban su conformidad para tratar los datos. 
De este modo, las muestras de orina de primera hora del día fueron recogidas 
en los lugares donde se realizaba la actividad diaria de los participantes con SD 
(guarderías, colegios de educación especial y centros de día), así como las de la 
población control, puesto que ésta estaba formada por hermanos de los individuos con 
SD. La muestra fue recogida en un bote estéril tapado con papel de aluminio para 
Materiales y métodos 
47 
 
evitar su exposición a la luz directa. La Cr se determinó en las dos horas siguientes a 
la recogida de la muestra, y la orina restante se alicuotó en viales de 1 mL que se 
almacenaron a -20 ºC para la posterior determinación de la GE. 
Por otro lado, dado que la EA debe ser diagnosticada por un clínico, la 
colaboración con los hospitales citados permitió el uso de muestras de sangre, en las 
que se puede evaluar un mayor número de biomarcadores de estrés oxidativo que en 
la orina. Las muestras de sangre periférica fueron extraídas en ambos hospitales a 
primera hora de la mañana en tubos conteniendo ácido etilen-diamino-tetraacético 
(EDTA) como anticoagulante. Todos los individuos integrantes del estudio, o sus 
representantes legales, dieron su conformidad para ser incluidos en el estudio 
(consentimiento informado) y pertenecían a la misma área geográfica (Comunidad de 
Madrid). 
Para realizar el análisis de los biomarcadores de estrés oxidativo elegidos fue 
necesario separar el plasma sanguíneo de las CMSP. Para ello, se realizó un 
gradiente de Ficoll-sacarosa generado con el reactivo Histopaque-1077TM (Sigma-
Aldrich), según el protocolo de la casa comercial. Esta separación está basada en un 
gradiente de densidad, que permite que las células mononucleares se separen del 
resto de componentes sanguíneos con una densidad mayor de 1,077 g/mL. El plasma 
se dispuso en la fase superior y los eritrocitos y granulocitos sedimentaron al fondo, 









Para obtener un mayor rendimiento en el número final de células aisladas, se 
diluyó la sangre en tampón fosfato salino (PBS; fosfato sódico 10 mM, pH 7,4, 
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conteniendo NaCl 140 mM) en una relación 1:2. Se usó PBS al ser una solución 
isotónica que mantiene la integridad celular. 
Una vez separados los componentes sanguíneos, las células se 
resuspendieron en 1 mL de medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute 1640 
(RPMI-1640, Gibco) para la determinación del daño oxidativo en el ADN. Se utilizó la 
variante del medio RPMI-1640 sin rojo fenol (ya que este compuesto puede interferir 
en las reacciones redox de la célula). Antes del análisis de daño oxidativo al ADN se 
realizó el recuento y se determinó la viabilidad de las células extraídas de la muestra 
sanguínea. El recuento y viabilidad celular se realizaron al mismo tiempo, en un 
microscopio óptico de campo claro (Nikon) usando una cámara de Neubauer doble 
Bright Line (Western Germany) con 0,1 mm de profundidad y 0,0025 mm2 como área 
del cuadrado más pequeño. La viabilidad celular se estimó mediante la técnica de 
exclusión del azul de tripano (Sigma-Aldrich). Esta técnica consiste en añadir un 10% 
de azul de tripano al volumen final de solución celular que se quiera analizar, de 
manera que las células no viables dejan pasar el colorante a su interior, debido a la 
degradación de la membrana celular, viéndose de color azul al microscopio. El 
porcentaje de viabilidad se calculó dividiendo el número de células viables (no teñidas 
de azul) entre el número total de células y multiplicando el resultado por 100. Toda 
muestra con una viabilidad inferior al 90% fue excluida del estudio. 
Por otro lado, el plasma recogido (aproximadamente 3-4 mL) se almacenó en 
alícuotas a -80 ºC para los posteriores análisis de daño oxidativo a proteínas, daño por 
glicoxidación y las determinaciones de estatus antioxidante. 
 
3. TRATAMIENTOS ANTIOXIDANTES Y OXIDANTES EN EA 
 En paralelo a la determinación del daño oxidativo al ADN en CMSP de 
personas con EA se realizaron los tratamientos antioxidantes y oxidantes para evaluar 
los efectos antioxidantes del AS, tanto en el daño oxidativo al ADN como en la 
viabilidad celular de CMSP. 
3.1. SELECCIÓN DE AGENTES ANTIOXIDANTES 
 En esta Tesis Doctoral se evaluó por primera vez el efecto antioxidante del AS 
en células de pacientes con EA. Se utilizó un AS proveniente del manantial Platea, 
situado en Calatayud, y cuyas características físico-químicas se describen en detalle 
en la Tabla 4. 
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Para comparar los efectos del AS sobre las CMSP sometidas a estrés oxidativo 
inducido, se utilizaron diferentes agentes antioxidantes cuyos efectos ya habían sido 
previamente descritos (Duthie et al., 1996; Noroozi et al., 1998; De la Fuente y Victor, 
2001; Zachwieja et al., 2005; Arranz et al., 2007; Sudheer et al., 2007). Se utilizaron 
ácido ascórbico (AA, Fluka), el análogo soluble del α -tocoferol (Trolox, Sigma-Aldrich) 
y N-acetil-cisteína (NAC, Sigma-Aldrich), tanto para el análisis del daño al ADN como 










3.2. SELECCIÓN DE AGENTES OXIDANTES 
 Para inducir daño oxidativo a las CMSP se eligieron dos agentes oxidantes: 
peróxido de hidrógeno (H2O2, Foret) y homocisteína (HCY, Sigma-Aldrich). El H2O2 se 
seleccionó debido a su larga vida media y su estabilidad en el medio fisiológico y se 
utilizó para el análisis del daño en el ADN así como para los estudios de viabilidad 
celular mediante MTT. La HCY es un aminoácido no proteico que puede inducir daño 
oxidativo de manera indirecta, mediante la generación de especies reactivas que 
pueden producir daño oxidativo a diferentes biomoléculas. Este aminoácido fue 
elegido como agente inductor de daño complementario solamente para los estudios de 
viabilidad celular mediante MTT. 
3.3. DISEÑO EXPERIMENTAL DE LOS TRATAMIENTOS CELULARES 
Para la determinación de los posibles efectos antioxidantes del AS en 
pacientes con EA se diseñaron tres tipos de tratamientos a los que serían sometidas 
las CMSP de los individuos integrantes del estudio. 
Tabla 4. Características químicas y físicas del agua mineral 
natural de Platea (Calatayud). Hernández Torres et al. (2007). 
Reproducción autorizada por SUCARSE, S.L.  
 pH 6,7 NO2- <0,02 mg/L
CO2 21,0 mg/L NO3- <5 mg/L
H2S 8,83mg/L SO42- 3910 mg/L
Ca2+ 650,5 mg/L NH4+ 0,1 mg/L
Mg2+ 466,5 mg/L S2- 8,31 mg/L
Na+ 2460 mg/L Hierro 0,72 mg/L
K+ 15,5 mg/L SiO2 39,9 mg/L
HCO3+ 276 mg/L Sr
2+ 11,28 mg/L
F- 3,1 mg/L Li+ 0,48 mg/L
Cl- 3290 mg/L Mn2+ 0,09 mg/L
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Por un lado, se realizaron tratamientos cuyo objetivo fue comprobar que tanto 
el AS como los agentes antioxidantes de referencia no generaban un daño oxidativo 
per se (tratamientos A). Los resultados de estos tratamientos se compararon con los 
observados en las condiciones basales (CMSP sin añadirles ningún agente). La 
realización de este tratamiento evitó una posible infravaloración de los efectos 
protectores de los antioxidantes analizados en los resultados obtenidos con los 
tratamientos de tipo C (ver más adelante). 
El siguiente tipo de tratamientos (tratamientos B) consistió en la generación de 
daño oxidativo adicional a las CMSP inducido por agentes oxidantes exógenos (H2O2 y 
HCY). Los resultados de este tratamiento también se compararon con las condiciones 
basales, de manera que se pudiera observar si el aumento de estrés oxidativo 
inducido era significativo respecto a las condiciones iniciales. 
Para finalizar, el tercer tipo de tratamientos (tratamientos C) consistió en la 
adición previa de agentes antioxidantes a la generación de daño oxidativo por agentes 
oxidantes. De esta manera, se analizó si los agentes antioxidantes seleccionados eran 
capaces de prevenir el daño generado por los agentes oxidantes, comparando los 
resultados con los de los tratamientos de tipo B. 
Todos los tratamientos celulares se realizaron sobre una densidad celular de 
104 células en un volumen final de 100 µL. En la Figura 13 se describe el proceso de 
manera esquemática. Los tratamientos con antioxidantes se incubaron durante 1 hora 
a 37 ºC. Los tratamientos con H2O2 y HCY se incubaron durante 30 minutos a 4 ºC. Al 
finalizar cada tratamiento, se realizó una centrifugación a 100 × g durante 5 minutos y 
se resuspendieron las células en medio de cultivo RPMI-1640 sin rojo fenol para 
eliminar los agentes añadidos en cada tratamiento, y proceder al análisis de las 
muestras. En el caso de los tratamientos C, después del tratamiento con el 
antioxidante también se centrifugó a 100 × g durante 5 minutos y tras desechar el 
sobrenadante se resuspendieron las células en el medio adecuado para el tratamiento 
con el agente oxidante, y una vez finalizado se procedió al lavado final como en los 
demás. 
Todas las soluciones, tanto antioxidantes como oxidantes, fueron conservadas 
a 4 ºC y llevadas a temperatura ambiente antes de ser utilizadas, a excepción del agua 
AS, que para mantener sus propiedades físico-químicas y su capacidad antioxidante 
era almacenada a -80 ºC. Las concentraciones finales de los agentes antioxidantes y 
oxidantes se describen en la Tabla 5. 



























Tabla 5. Concentraciones de los agentes antioxidantes 
y oxidantes utilizados. Para el AS se tiene en cuenta la 
concentración de sulfuro de hidrógeno (H2S). 
Agua sulfurada (H2S) 26 µM
Ácido ascórbico 10 µM
Trolox 60 µM
N-Acetil-Cisteína 2 mM




Figura 13. Ilustración esquemática de los tres tipos de tratamientos a los que fueron 
sometidas las células de los individuos con EA y la correspondiente población control. 
























100 × g 5 minutos
Medio
RPMI-1640
ANÁLISIS DE DAÑO AL ADN Y VIABILIDAD CELULAR
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4. DETERMINACIONES BIOQUÍMICAS 
4.1. DETERMINACIÓN DE CREATININA 
 La determinación de la concentración de Cr en las muestras de orina se realizó 
utilizando el método colorimétrico descrito por Varley y Gowenlock (1980). Este 
método, a su vez, está basado en la reacción de Jaffé (1986) donde, al añadir a la 
muestra una solución alcalina que contiene ácido pícrico, éste reacciona con la Cr 
resultando un compuesto de color anaranjado con un pico de absorbancia máxima a 
500 nm. Las medidas se realizaron en un espectrofotómetro UV (Shimazdu). Para 
calcular la concentración final de Cr en las muestras se realizó una curva de calibrado 
con concentraciones conocidas de Cr (Fluka), desde 40 mmoles/L hasta 2,5 mmoles/L 
(factor de dilución=2), de manera que la absorbancia de las muestras de orina se 
pudiera interpolar en ella. Los resultaron se expresaron en mmol/L. 
4.2. DETERMINACIÓN DE GRAVEDAD ESPECÍFICA 
 Tras descongelar las muestras de orina y mantenerlas a temperatura ambiente, 
se procedió a determinar la GE mediante refractometría. Esta técnica se basa en el 
cálculo del índice de refracción (reducción de la velocidad de la luz al propagarse por 
un medio homogéneo). Para calcularlo se utilizó un refractómetro de mano RL2 
(Rango de unidades de refracción=1,333-1,349. Polskie Zaklady Optyczne). Para 
convertir las unidades de índices de refracción a unidades de GE se utilizó una tabla 
de conversión comercial (Reichert) y los resultados se expresaron en unidades 
arbitrarias (U.A.). 
4.3. DETERMINACIÓN DE DAÑO OXIDATIVO AL ADN 
Para valorar los niveles de daño oxidativo al ADN se utilizó la técnica del 
cometa o SCGE (Singh et al., 1988) en su versión alcalina, según el protocolo 
estandarizado por Tice y Vasquez (1999). Brevemente, esta técnica consiste en la 
valoración de diferentes parámetros estandarizados que dan información del nivel de 
daño que existe en el ADN de las células analizadas. Estos parámetros son medidos 
mediante un software específico y se obtienen a partir de imágenes tomadas en un 
microscopio de fluorescencia en el que se observan niveles de migración de 
nucleoides de ADN de las células extraídas de la sangre, embebidos en agarosa, 
sobre portaobjetos esmerilados tras una electroforesis horizontal. La imagen de un 
nucleoide de ADN tras realizar el protocolo se asemeja a la de un cometa, de ahí el 
nombre popular que recibe la técnica. A continuación, se describen brevemente los 
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diferentes apartados que comprenden el protocolo de Tice y Vasquez (1999), 
esquematizados en la Figura 14: 
A) Preparación de los portaobjetos con la primera capa de agarosa 
Cada portaobjeto con borde esmerilado (Menzel-Gläser) se recubrió con una 
primera capa de agarosa mediante su inmersión en agarosa de punto de fusión normal 
(Bio-Rad) al 1% en PBS. Se sumergió también parte de la zona esmerilada para 
mejorar la sujeción de la agarosa al portaobjetos. A continuación, se eliminó la 
agarosa de una de las caras y se depositó encima de una superficie seca y horizontal 
(los portaobjetos se prepararon con al menos un día de antelación). 
B) Inclusión de las células en la segunda capa de agarosa 
Antes de la inclusión de las células, se preparó un volumen de agarosa de bajo 
punto de fusión (BPF, Bio-Rad) al 0,5% en PBS y se mantuvo a una temperatura 
constante de 37 ºC en un baño termostático. A continuación se mezclaron 10 μL de 
suspensión celular de cada muestra con 75 μL de agarosa de BPF de manera que su 
número final de células siempre fuese del orden de 104. La mezcla se transfirió a los 
portaobjetos con la primera capa de agarosa, distribuyéndola por la superficie del 
mismo. Para homogeneizar esta capa se colocó inmediatamente un cubreobjetos de 
24x50 mm (Menzel-Gläser), teniendo cuidado de que no se formaran burbujas. Este 
procedimiento se realizó por duplicado para cada individuo de la población. 
C) Gelificación de la segunda capa de agarosa 
 Para una correcta gelificación de la agarosa que contenía las células, los 
portaobjetos se mantuvieron a 4 ºC durante 1 hora. Este período a 4 ºC es una 
variación del protocolo original de Tice y Vasquez (1999), con el que se consiguió que 
el porcentaje de portaobjetos en los que se desprendía la segunda capa de agarosa 
fuese mucho menor que si se hubiesen dejado gelificar a temperatura ambiente.  
D) Etapa de lisis 
 La finalidad de esta etapa es romper la membrana celular y nuclear para que 
se formen los nucleoides de ADN. La solución de lisis está compuesta por NaCl 2,5 M 
(Panreac), sal disódica EDTA 100 mM (Sigma-Aldrich), Tris 10 mM (Sigma-Aldrich), 
NaOH 250 mM (Panreac), Tritón X-100 al 1% (Sigma-Aldrich) y dimetilsulfóxido al 10% 
(DMSO, Sigma-Aldrich) en agua bidestilada y ajustada a pH 10. La función del DMSO 
en la solución de lisis es atrapar los RL generados por el hierro liberado de la 
hemoglobina residual. Estos RL generados por la reacción de Fenton podrían producir 
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Figura 14. Esquema ilustrativo de los pasos realizados en la técnica del cometa o SCGE. 
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Una vez transcurrida la hora de gelificación a 4 ºC, se retiraron los cubreobjetos 
por deslizamiento. Posteriormente, se sumergieron en una jarra de Coplin que 
contenía solución de lisis refrigerada a 4 ºC y se mantuvieron a la misma temperatura 
durante toda la noche en oscuridad para evitar el posible daño generado por luz UV. 
E) Etapa de neutralización 
Para eliminar los restos de las sales de la solución de lisis, que podrían 
interferir en la migración posterior de los nucleoides de ADN en la etapa de 
electroforesis, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con una solución Tris 0,4 M a pH 
7,5 en las mismas jarras de Coplin sometidas a agitación suave. 
F) Etapa de pre-electroforesis 
 A continuación de los lavados, los portaobjetos se sumergieron durante 20 
minutos en una cubeta opaca de electroforesis (Biogen) que contenía un tampón 
compuesto por NaOH 300 mM y sal disódica EDTA 1 mM a pH 13 y refrigerado a 4 ºC. 
Los objetivos de esta etapa son dos: por un lado es fundamental para que las hebras 
de ADN de los nucleoides se desenrollen, facilitando así su migración en la etapa de 
electroforesis, y por otro lado, es necesaria para que los posibles restos de las sales 
depositados en la agarosa durante la etapa de lisis difundan hacia el tampón, pues 
competirían con el ADN como electrolitos, afectando a la migración del mismo. 
G) Etapa de electroforesis 
La electroforesis de las muestras se realizó durante 20 minutos a una 
intensidad de corriente constante de 300 mA y a un voltaje de 1 V/cm. En esta etapa 
las hebras de ADN de los nucleoides migran hacia el polo positivo (debido a la carga 
neta negativa del ADN) a través de la malla reticular de la agarosa BPF en la que 
están incluidos. De este modo, cuanto más daño tenga el ADN, más roturas habrá en 
las hebras y por tanto más fácil será su migración a través de la agarosa. 
H) Lavado final y fijación 
Una vez finalizada la electroforesis, se sacaron los portaobjetos en posición 
horizontal y se realizaron 3 lavados con 1 mL de  Tris 0,4 M a pH 7,5. Después del 
lavado final, se procedió a fijar el contenido de los portaobjetos para conservar el 
estado de los nucleoides al finalizar la migración electroforética. Para ello, se añadió 1 
mL de etanol absoluto a 4 ºC a cada portaobjetos durante 5 minutos en posición 
horizontal, y se dejaron secar en posición vertical protegidos de la luz durante una 1 
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hora. Una vez secos, los portaobjetos se almacenaron en cajas opacas a temperatura 
ambiente hasta su visualización al microscopio.  
I) Visualización de los cometas 
 Para poder visualizar los nucleoides de ADN (a partir de ahora referidos como 
cometas) en el microscopio de fluorescencia se añadió bromuro de etidio (Sigma-
Aldrich) a una concentración final de 2 μg/mL. Este agente intercalante se introduce 
entre las hebras del ADN y al ser expuesto a luz UV, emite una señal de color 
anaranjado, que se ve aumentada unas 20 veces cuando está unido al ADN. Para la 
visualización de los cometas se utilizó un microscopio de epifluorescencia (Zeiss) con 
una cámara Leica DC200 acoplada al mismo y conectada a un ordenador dotado del 
software de captura de imagen Leica IM50 Image Manager. 
De cada portaobjetos se obtuvieron imágenes de al menos 25 cometas a un 
aumento de 400x, pudiendo existir más de un cometa en la misma imagen. Las 
imágenes se tomaron con los ajustes de exposición, brillo y contraste a unos niveles 
que reducían al máximo el ruido de fondo de la imagen. 
 J) Caracterización y análisis de los cometas 
 Los cometas se analizaron usando un software de análisis de imagen 
específico de la técnica, denominado CASP (Comet Assay Software Project Lab). El 
método de cálculo de este programa se basa en las diferencias de intensidades 
existentes de los píxeles de la imagen a analizar. A pesar de que el programa analiza 
multitud de parámetros (como el área de la cabeza del cometa, el radio de la cabeza 
del cometa, etc) en este trabajo se analizaron los 3 que se consideraron más 
representativos para determinar daño en el ADN y que son los más usados por otros 
autores (Burlinson et al., 2007): el tanto por ciento de ADN en la cola, la longitud de la 
cola (medida desde el borde del área de la cabeza del cometa hasta el final de la cola, 
en píxeles) y el momento de la cola (Figura 15), que resulta de la siguiente ecuación: 
 Momento de la cola = longitud de la cola x (%ADN en la cola/100) 
Para simplificar la nomenclatura, a partir de este punto nos referiremos a: 
‘%ADN’, ‘Longitud’ y ‘Momento’. Se utilizaron los ajustes preestablecidos en el 
software, de manera que tanto para el cálculo del %ADN como para la Longitud, el 
software consideró aquellos píxeles que forman un área ininterrumpida a partir de la 
cabeza del cometa como pertenecientes a la cola del cometa. De este modo, el 
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software desechó píxeles sueltos que no pertenecían a la cola del cometa. De acuerdo 


















4.4. DETERMINACIÓN DE DAÑO OXIDATIVO A PROTEÍNAS 
El daño oxidativo a proteínas se determinó en las muestras de plasma 
mediante la valoración de dos biomarcadores diferentes: el contenido de proteínas 
carboniladas y el contenido de di-tirosina. Previamente a las determinaciones, las 
muestras de plasma fueron descongeladas a temperatura ambiente. Para normalizar 
los valores de las variables en función del contenido de proteínas del plasma de cada 
individuo, se determinó la cantidad total de proteínas en el plasma mediante el método 
espectrofotométrico descrito por Bradford (1976), el cual consiste en la adición del 
Longitud de la cola%ADN en la cola
A
B
Figura 15. Ejemplo de análisis de un cometa mediante el 
software CASP. A. Delimitación de la zona donde se encuentra el 
cometa a analizar, siendo el rectángulo más pequeño el que se toma 
como fondo para determinar los valores de referencia de intensidad 
de píxeles. B. Análisis del programa. La zona de color azul-morado 
representa los píxeles que han sido delimitados como cola del 
cometa, de los que se obtiene la variable ‘%ADN en la cola’. Por otro 
lado el segmento blanco representa la distancia que será 
determinada como la variable  ‘Longitud de la cola’ del cometa. 
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reactivo de Bradford (de color rojo) que en contacto con las proteínas de la muestra 
reacciona tornando a color azul, con un máximo de absorbancia a 590 nm. Para 
realizar la recta de calibrado se utilizaron concentraciones conocidas de la proteína 
inmunoglobulina G (Bio-Rad). Las determinaciones se realizaron por triplicado en un 
lector de microplacas (BIOTEK). La muestra de plasma fue diluida 1/50 en PBS y los 
resultados se expresaron en mg de proteína total. 
 La concentración de proteínas carboniladas presentes en las muestras de 
plasma se determinó siguiendo el método colorimétrico de Levine et al. (1990). Este 
método se basa en la transformación de la 2,4-Dinitrofenilhidrazina (DNPH o Reactivo 
de Brady) en 2,4-Difenilhidrazona tras reaccionar con los grupos carbonilos de las 
proteínas en medio ácido (con un pico de absorbancia máxima a 370 nm). Las 
determinaciones se realizaron por triplicado en un espectrofotómetro UV (Shimazdu) 
tras diluir las muestras 1/40 en PBS. 
Para calcular la concentración final de proteínas carboniladas de la muestra se 
utilizó la ley de Lambert-Beer (Absorbancia = ε·d·c; siendo ‘ε’ el coeficiente de 
extinción molar, ‘d’ la distancia recorrida por el haz de luz y ‘c’ la concentración de la 
muestra) usando cubetas con un paso de 1 cm y el coeficiente de extinción molar de la 
2,4-Difenilhidrazona (ε=22000 cm-1M-1). La concentración se referenció a la cantidad 
de proteínas de la muestra y se expresó como nmol carbonilos/mg proteína. 
 Por otro lado, la determinación del contenido de di-tirosina en las muestras de 
plasma se realizó siguiendo el método de Witko-Sarsat et al. (1996), con ligeras 
modificaciones. La técnica se basa en la medición de fluorescencia de la muestra 
(longitud de onda de excitación=315 nm; longitud de onda de emisión=410 nm) en 
presencia de urea. La medida se realizó por triplicado en un espectrofluorímetro 
Varioskan Flash 377 (Thermo Scientific) tras una dilución inicial 1/50 de las muestras 
en PBS. Los valores obtenidos se referenciaron a la cantidad de proteínas de la 
muestra y se expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) de di-
tirosina/mg proteína. 
4.5.  DETERMINACIÓN DE DAÑO OXIDATIVO POR GLICOXIDACIÓN 
El análisis del daño oxidativo por glicoxidación se realizó mediante 
determinación del contenido de AGEs. Este biomarcador fue determinado por 
espectrofluorimetría, según el método de Yanagisawa et al. (1998) con ligeras 
modificaciones. La técnica se basa en la medición directa de fluorescencia de la 
muestra (longitud de onda de excitación=370 nm; longitud de onda de emisión=440 
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nm). La medición se realizó por triplicado en un espectrofluorímetro Varioskan Flash 
377 (Thermo Scientific) tras una dilución inicial 1/50 de las muestras en PBS. Los 
resultados finales se expresaron en UAF. 
4.6. DETERMINACIÓN DE ESTATUS ANTIOXIDANTE 
 Para determinar el estatus antioxidante de las muestras de plasma de los 
individuos integrantes del estudio se utilizaron dos parámetros diferentes, la 
concentración de grupos tiol (–SH) y la capacidad antioxidante del plasma mediante el 
método de la habilidad para reducir el ión férrico del plasma (FRAP). 
 La determinación de –SH se realizó siguiendo el método espectrofotométrico 
de Hu et al. (1994), modificado por Himmelfarb et al. (2000). El método se basa en la 
transformación realizada por los –SH de la muestra en medio básico del ácido 
ditionitrobenzoico (DTNB o reactivo de Ellman) en ácido tiobenzoico (TNB), cuyo pico 
de absorbancia máxima está a 412 nm. La medida se realizó por triplicado en un 
espectrofotómetro UV (Shimazdu). 
Para calcular la concentración final de –SH se utilizó de nuevo la Ley de 
Lambert-Beer, usando cubetas de 1 cm de paso y el coeficiente de extinción molar del 
TNB (ε=13600 cm-1M-1). Los resultados obtenidos se expresaron en mmoles/L. 
 La capacidad antioxidante del plasma se determinó mediante el método FRAP, 
descrito por Benzie y Strain (1996). Este método se basa en la capacidad de los 
antioxidantes presentes en el plasma para reducir el complejo tripiridil-triazina férrica 
(Fe3+-TPTZ) a su forma ferrosa (Fe2+-TPTZ). Este complejo tiene un color azul intenso 
y tiene un pico de absorbancia máxima a 593 nm. Como estándar para interpolar los 
resultados de absorbancia se utilizaron concentraciones conocidas de Trolox (Sigma-
Aldrich) desde 2 mmoles/L hasta 0,063 mmoles/L (factor de dilución=2). La medida de 
las muestras se realizó por triplicado en un espectrofotómetro UV (Shimazdu) y los 
resultados fueron expresados en mmoles de equivalentes de Trolox/L. 
4.7. DETERMINACIÓN DE VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE MTT 
 La determinación de la viabilidad celular después de cada tratamiento se 
realizó mediante la técnica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
(MTT), descrita por primera vez por Mossman (1983) y modificada por Denizot y Lang 
(1986). La técnica se basa en la reducción metabólica del MTT, realizada por la 
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, en un compuesto coloreado de color 
azul (formazán), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células 
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tratadas. Así, la cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazán 
producido. La determinación de la cantidad de formazán se realizó por triplicado 
mediante la medida de absorbancia a 540 nm en un lector de microplacas (Bio-Tek). 
Los resultados se muestran en porcentaje de viabilidad. Para referenciar los valores de 
absorbancia a porcentajes de viabilidad se hizo para cada muestra un control en el 
que se midió la absorbancia de células sin tratar. El porcentaje de viabilidad se obtuvo 
de la siguiente manera: 
% Viabilidad = (Absorbancia de células tratadas/Absorbancia células control) x 100 
 Los resultados de las condiciones basales de las células se expresaron como 
100% de viabilidad. 
 
5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 Antes de realizar cualquier comparación estadística se comprobó mediante el 
test de Kolmogorov-Smirnoff si las variables estudiadas seguían una distribución 
normal dentro de cada población (SD, EA y respectivos controles). Para analizar las 
posibles diferencias en las variables de estudio entre los dos grupos de poblaciones 
(SD-control, EA-control) se utilizó el test del análisis de la varianza (ANOVA), junto con 
el contraste post hoc de la mínima diferencia significativa (LSD) cuando se realizaban 
comparaciones entre más de dos sub-grupos (comparaciones entre grupos de edad 
dentro de la misma población en SD o comparaciones entre diferentes agentes en 
tratamientos A y C para EA). Para el análisis de la influencia del sexo y de la edad en 
las variables estudiadas se tomó cada población de manera independiente. Para el 
análisis del factor ‘Sexo’ se utilizó el test ANOVA. Para el análisis del factor ‘Edad’ en 
SD se utilizó el test ANOVA y además, para completar el análisis, se realizó un test de 
correlación de Pearson. Este test de correlación se utilizó también para determinar si 
había alguna relación entre los valores de los parámetros de daño oxidativo en EA y la 
edad de los integrantes de la muestra poblacional. En el caso de las correlaciones 
significativas se realizó además un test de regresión lineal. Para comparar las 
variables de estudio entre los individuos con SD con o sin tratamiento para 
hipotiroidismo se realizó el test no paramétrico de la U de Mann-Whitney. El análisis de 
las diferencias entre tratamientos para la variable porcentaje de viabilidad según MTT 
se realizó mediante el test no paramétrico de Kruskall-Wallis, dado que para las 
condiciones basales se utilizó el valor arbitrario de 100%. Se consideraron diferencias 
significativas cuando P<0,05 y muy significativas cuando P<0,01. Los valores de todas 
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las variables están representados como Media ± EEM (error estándar de la media). 




























1. FUNCIÓN RENAL EN SD 
El conocimiento actual que se tiene sobre la función renal en el SD se limita a 
problemas puntuales en los que tanto el número de individuos de estudio como su 
rango de edad es pequeño. Asimismo, debido a que la esperanza de vida en esta 
población ha ido creciendo en las últimas décadas (pudiendo alcanzar más de 55 años)  
existen pocos trabajos donde se analice esta función en personas con SD de edad 
avanzada, donde las probabilidades de que la misma esté deteriorada son mayores 
debido a los procesos de envejecimiento. Si además está descrito que existe un 
envejecimiento prematuro en estas personas debido a un elevado estrés oxidativo, 
resulta de gran interés analizar qué ocurre en la función renal en personas con SD de 
edad avanzada. Con objeto de profundizar en este apartado, se analizaron dos 
biomarcadores urinarios de función renal (Cr y GE) en una población con SD con un 
amplio rango de edad, relacionando los valores obtenidos con diferentes parámetros 
socio-demográficos (sexo, edad y dieta) así como con la presencia de hipotiroidismo. 
Además, los resultados se compararon con una población control sin ninguna 
patología neurodegenerativa asociada. 
En primer lugar, se observó que las frecuencias normales para las distintas 
causas del SD se cumplían en la muestra poblacional estudiada, tal y como estableció 
Hook (1982) (ver apartado 3 de la Introducción). Los casos de trisomía regular 
suponían un 93,2%, mientras que aquellos que presentaban trisomía por translocación 
robertsoniana y mosaicismo fueron un 4,9% y un 1,9% respectivamente. Una vez 
realizada esta observación, se decidió analizar al grupo con SD sin tener en cuenta las 
causas que lo originaban, pues el número de individuos con translocaciones 
robertsonianas (n=5) y mosaicismo (n=2) era muy pequeño. Por tanto todas las 
comparaciones posteriores se realizaron tomando a todos los individuos con SD como 
un único grupo. 
 El análisis de los parámetros de función renal determinó que los valores de Cr y 
GE seguían una distribución normal tanto para la población con SD como para la 
población control. Posteriormente, la comparación de las concentraciones de Cr y los 
valores de GE en la orina permitió observar diferencias significativas entre ambas 
poblaciones, siendo menores los valores de los individuos con SD que los de aquellos 
de la población control (Figura 16). Esto podría indicar una función renal alterada en el 
grupo con SD, por lo que a continuación se analizan con detalle la influencia de 















1.1. INFLUENCIA DE SEXO Y EDAD 
 Una vez analizados los parámetros de estudio en ambas poblaciones de 
manera general, se procedió al análisis de los parámetros socio-demográficos para 
evaluar su influencia sobre los valores de Cr y GE en ambas poblaciones. 
Las comparaciones entre sexos indicaron que no existían diferencias 
significativas entre hombres y mujeres en ambas poblaciones para los dos parámetros 
estudiados. Sin embargo, como era de esperar, sí se observaron diferencias dentro del 
mismo género al realizar las comparaciones entre poblaciones, excepto para la GE en 
varones (Figura 17). 
El análisis del factor ‘Edad’ reveló diferencias significativas para la 
concentración de Cr y la GE entre la población control y la población con SD, dentro 
de algunos grupos de edad, sobre todo a partir de la edad adulta (Figura 18). 
Concretamente, para la Cr las diferencias fueron observadas en el grupo de edad III 
(16-25 años; F=12,47), grupo IV (26-40 años; F=16,61) y grupo V (>40 años; F=4,28), 
mientras que para la GE las diferencias existían en el grupo IV (F=15,40) y grupo V 
(F=4,76). Además, se realizó una primera aproximación para estudiar las tendencias 
de los valores de las dos variables respecto de los grupos de edad. En la Figura 18 se 
puede observar cómo los valores de Cr se ajustaban mejor a una ecuación de 
segundo grado, siendo mejor el ajuste en la población control. Sin embargo, para la 
GE la tendencia era más propia de un ajuste lineal, donde la población con SD tenía 
Figura 16. Comparación de los parámetros de función renal en población control y con SD. 
A) Concentración urinaria de creatinina (16,1±0,8 vs. 10,9±0,6. F=29,81). B) Unidades arbitrarias 



















































un ajuste mejor. Esto indica que, por un lado, los valores de Cr en SD alcanzan un 
máximo inferior al del grupo control y además comienzan a disminuir antes (como se 
puede observar en el grupo IV, donde la Cr del grupo control sigue incrementando). 
Por otro lado, los valores de GE muestran una disminución a medida que aumenta la 
edad, pero ésta es más acusada en SD. Estos datos podrían estar relacionados con el 





















Figura 17. Comparación de los parámetros de función renal en ambas poblaciones en función 
del sexo. A) Concentración urinaria de creatinina (Varones: 17,0±1,4 vs. 11,6±0,8; F=12,97. Mujeres: 
15,4±0,9 vs. 10,2±0,8; F=17,96). B) Unidades arbitrarias de gravedad específica (Varones: 

















































Figura 18. Comparación de los parámetros de función renal entre población control (azul) y SD 
(verde) según grupos de edad. En líneas punteadas se muestra la aproximación de ajuste según la 
tendencia de los valores de cada variable. A) Concentración urinaria de creatinina (Control: R2=0,97; 
SD: R2=0,78). B) Unidades arbitrarias de gravedad específica (Control: y=-0,0009x + 1,0253; R2=0,72. 
SD: y=-0,0018x + 1,0246; R2=0,84). *P<0,05 y **P<0,01 respecto a población control en mismo grupo 
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Adicionalmente, no sólo se observaron diferencias significativas entre 
poblaciones dentro del mismo grupo de edad, sino que también las hubo entre grupos 
de edad diferentes dentro de cada población (para Cr en la población control y para Cr 













Por último, para profundizar más en la relación de las variables estudiadas y el 
factor ‘Edad’ se analizó una posible relación directa entre la Cr y/o la GE y la edad de 
los individuos mediante un análisis de correlación de Pearson. En este caso se 
utilizaron los datos de edad brutos (sin separar en grupos). 
En este estudio no se observaron correlaciones significativas (P>0,05) entre la 
Cr y la edad en ninguna de las dos poblaciones. Sin embargo, sí que se observó una 
correlación significativa negativa entre la GE y la edad tanto en población control como 
en población con SD (r=-0,243 y r=-0,379 respectivamente). Además, también se 
observaron correlaciones significativas positivas entre las concentraciones de Cr y los 
valores de GE en ambas poblaciones (Control: r=0,648; SD: r=0,637). La Figura 19 
muestra los análisis de regresión de las correlaciones significativas. 
 
Tabla 6. Comparación de los parámetros de función renal entre grupos de edad dentro de la 
misma población. *P<0,05. 1: Grupo I vs Grupos II y III; 2: Grupo I vs Grupos III y IV; 3: Grupos I, II 
y III vs Grupos IV y V. U.A.: unidades arbitrarias. 
Muestra 





I (1-9 años) 9 9,7 ± 1,1 *1 1,024 ± 0,001
II (10-15 años) 11 14,2 ± 1,9 1,024 ± 0,002
III (16-25 años) 22 17,8 ± 1,2 1,022 ± 0,001
IV (26-40 años) 21 18,9 ± 1,8 1,023 ± 0,001
V (>40 años) 19 14,9 ± 1,6 1,020 ± 0,001
I (1-9 años) 14 7,2 ± 0,7 *2 1,023 ± 0,001 *3
II (10-15 años) 17 11,6 ± 1,6 1,020 ± 0,001 *3
III (16-25 años) 37 12,4 ± 0,9 1,021 ± 0,001 *3
IV (26-40 años) 19 10,3 ± 1,1 1,016 ± 0,001





















1.2. INFLUENCIA DE LA DIETA 
 El análisis del factor ‘Dieta’ permitió estudiar la influencia de la frecuencia de 
ingesta de diferentes tipos de alimentos en las dos variables de estudio (Cr y GE). 
Para ello se analizaron la ingesta de carne y derivados, la ingesta de frutas y verduras, 
la ingesta de lácteos y la ingesta de frutos secos. Debido a su alto contenido en 
creatina el estudio se centró en la ingesta de carne, cuyo análisis reveló que no 
existían diferencias significativas dentro de cada población entre aquellos individuos 
que comían carne a diario y aquellos que lo hacían entre 2 y 3 veces por semana 
(Tabla 7). Además, tampoco se observaron diferencias significativas respecto de la 
ingesta del resto de tipos de alimentos analizados en ambas poblaciones. 
 
 
Figura 19. Modelos de regresión lineal de las correlaciones significativas. A) Gravedad 
específica respecto edad en población con SD; B) Gravedad específica respecto edad en población 
control; C) Creatinina respecto a gravedad específica en población con SD; D) Creatinina respecto a 



































































1.3. INFLUENCIA DEL HIPOTIROIDISMO 
 Una vez analizada la influencia de los factores socio-demográficos en los 
parámetros de función renal se evaluó el factor ‘Tratamiento para el hipotiroidismo’. 
Está descrito que el hipotiroidismo está presente en el 30-40% de personas con SD 
(van Allen et al., 1999; Tüysüz y Beker, 2001; Barnhart y Connolly, 2007). La muestra 
poblacional estudiada cumplía con las frecuencias encontradas en la bibliografía, pues 
31 personas con SD estaban siendo tratadas para el hipotiroidismo, lo que suponía un 
30% respecto del total de personas con SD seleccionadas en la presente Tesis 
Doctoral. Concretamente, este grupo estaba tomando levotiroxina (4 en el Grupo de 
edad I, 5 en el Grupo II, 10 en el Grupo III, 8 en el Grupo IV y 4 en el Grupo V) como 
tratamiento para reemplazar el déficit de función tiroidea que presentaban. 
 El análisis de los parámetros de función renal puso de manifiesto que aquellos 
individuos con SD que recibían tratamiento con levotiroxina tenían niveles de Cr y GE 
más bajos que aquellos que no lo hacían, si bien estas diferencias sólo fueron 
significativas en el caso de la Cr (Figura 20). Cuando se trató de analizar estas 
diferencias según grupos de edad, se observó que sólo existían diferencias en el 
grupo de edad III (16-25 años) (Tabla 8), lo que indica que las diferencias encontradas 




Tabla 7. Comparación de los parámetros de función renal en población control y población 









Diariamente 19 16,9 ± 1,5 1,023 ± 0,001
2-3 veces/semana 58 15,9 ± 1,0 1,022 ± 0,001
Diariamente 21 11,4 ± 1,3 1,021 ± 0,001






























Figura 20. Comparación de los parámetros de función renal en población con SD según 
tratamiento para hipotiroidismo. A) Concentración urinaria de creatinina (11,8±0,7 vs. 8,6±0,7. 


















































Tabla 8. Comparación de los parámetros de función renal entre grupos de edad dentro de la 
población con SD en función del tratamiento para hipotiroidismo. U.A.: unidades arbitrarias. 
*P<0,05 respecto al mismo grupo de edad. 
Muestra 





I (1-9 años) 4 6,2 ± 0,9 1,022 ± 0,003
II (10-15 años) 5 9,3 ± 1,4 1,020 ± 0,001
III (16-25 años) 10 8,0 ± 1,0 * 1,018 ± 0,002
IV (26-40 años) 8 9,6 ± 1,9 1,015 ± 0,002
V (>40 años) 4 9,5 ± 3,2 1,015 ± 0,003
I (1-9 años) 10 7,5 ± 0,9 1,024 ± 0,002
II (10-15 años) 12 12,6 ± 2,2 1,020 ± 0,002
III (16-25 años) 27 14 ± 1,1 1,022 ± 0,001
IV (26-40 años) 11 10,8 ± 1,4 1,016 ± 0,001








Por último, se excluyeron los individuos con tratamiento para el hipotiroidismo 
para repetir la comparación de los parámetros de función renal entre la población 
control y la población con SD, y se observó que las diferencias entre ambas 
poblaciones seguían manteniéndose (Figura 21). Estos datos revelan que las 
diferencias encontradas entre el grupo con SD y el grupo control no pueden ser 
explicadas únicamente por el hipotiroidismo del SD, sino que existe otra posible causa 















2. DAÑO OXIDATIVO EN PACIENTES CON EA 
La implicación del estrés oxidativo en la patogénesis y el desarrollo de la EA 
está ampliamente descrita en la bibliografía. Además, el elevado estrés oxidativo 
presente en la enfermedad no se observa sólo en el cerebro de estos pacientes, sino 
también en tejidos periféricos, como la sangre, pudiéndose observar alteraciones 
sistémicas de más fácil estudio que las relacionadas con los tejidos neurales. Con 
objeto de estudiar el estatus oxidativo de una población con EA, se seleccionaron 
diferentes biomarcadores de daño oxidativo a diferentes biomoléculas, ADN, proteínas 
Figura 21. Comparación de los parámetros de función renal en población control y con SD 
después de excluir dentro de la población con SD a aquellos individuos que se medicaban para 
el hipotiroidismo. A) Concentración urinaria de creatinina (16,1±0,8 vs. 11,9±0,8; F=15,98). B) 


















































y glúcidos; así como biomarcadores que determinan el nivel de defensa antioxidante 
del plasma sanguíneo. Además, los resultados obtenidos se compararon con una 
población control del mismo rango de edad sin EA. 
2.1. DAÑO OXIDATIVO AL ADN 
En la Figura 22 se observan las cuatro tipologías de cometas que se pueden 
encontrar en las preparaciones. Cabe destacar que lo más común es encontrarse casi 
siempre con todas ellas, si bien dependiendo de la tipología abundante encontrada los 
resultados cuantitativos serán diferentes. El cometa casi sin daño (a) se caracteriza 
por no presentar cola o a veces una leve sombra que se corresponde con un nivel de 
daño en el ADN muy bajo. El siguiente tipo de cometa (b) presenta una cola bien 
diferenciada, pero corta respecto de los tipos de cometa siguientes. En este caso 
existe daño en el ADN, aunque este es escaso. El siguiente tipo de cometa (c) ya 
presenta un daño al ADN medio-alto, y se puede observar cómo la cola suele tener 
una longitud mayor a la de la cabeza del cometa, si bien la intensidad de la misma 
puede variar (resultando que a mayor intensidad de la cola, mayor %DNA en la en la 
misma). Por último, aparece otra tipología llamada célula fantasma o ghost cell (d), 
que se caracteriza por tener la cola más ancha que la cabeza del cometa. Estos 
cometas proceden de células muertas y no se tuvieron en cuenta a la hora de realizar 












Figura 22. Tipologías de cometas encontradas en dos preparaciones diferentes (A y B). a) 
nucleoide casi sin daño en el ADN; b) nucleoide con poco daño en el ADN; c) nucleoide con daño 















El análisis de los datos obtenidos de las fotografías realizadas a cada muestra, 
determinó que los valores de las tres variables estudiadas (%ADN, Longitud y 
Momento) siguieron una distribución normal en ambas poblaciones (EA: %ADN, 
Z=0,70; Longitud, Z=0,62; Momento, Z=0,98. Control: %ADN, Z=0,99; Longitud, 
Z=0,90; Momento, Z=0,95. Todos los test con P>0,05). Los valores de estas tres 
variables fueron significativamente mayores en la población con EA respecto de la 
población control (Figura 23) por lo que se puede inferir que el daño oxidativo en el 



















































































Figura 23. Comparación de los 
niveles de daño oxidativo en el 
ADN en población control vs. 
población con EA. A) %ADN en la 
cola: 2,33±0,09 vs. 3,56±0,10 
(F=71,47). B) Longitud de la cola: 
31,57±0,90 vs. 43,48±0,91 
(F=77,58). C) Momento de la cola: 
1,55±0,10 vs. 2,98±0,13 (F=60,80). 





El estudio de las 3 variables en relación al sexo de los individuos determinó que 
no existían diferencias significativas ni en la población con EA ni en la población 
control. Sin embargo, al analizar las diferencias entre poblaciones divididas según el 
sexo sí se observó que existían diferencias significativas entre varones para las 3 
variables, pero no entre las mujeres (Tabla 9). Esto indica que las diferencias 
encontradas entre ambas poblaciones, representadas en la Figura 23, son debidas 








Por último, los resultados del test de correlación indicaron que no existía 
relación alguna entre ninguna de las 3 variables y la edad de los individuos (EA: 
%ADN, ρx,y=-0,23; Longitud, ρx,y=-0,37; Momento, ρx,y=-0,32. Control: %ADN, ρx,y=0,27; 
Longitud, ρx,y=0,32; Momento, ρx,y=0,28. Todos los test con P>0,05). 
 
2.2. DAÑO OXIDATIVO A PROTEÍNAS 
 En el caso de las determinaciones de daño oxidativo a proteínas, tanto los 
valores de proteínas carboniladas como los de di-tirosina siguieron una distribución 
normal en ambas poblaciones (EA: Z=1,14; Control: Z=0,69 para proteínas 
carboniladas. EA: Z=1,16; Control: Z=0,32 para di-tirosina. Todos P>0,05). En ambos 
parámetros, las concentraciones de las personas con EA fueron significativamente 
más elevadas que en la población control (Figura 24). Estos resultados indicarían que 
la población con EA no sólo posee un daño oxidativo mayor en el ADN, sino que 
también estarían más dañadas las proteínas de su plasma sanguíneo. 
 
 
Tabla 9. Valores de daño oxidativo al ADN en ambas poblaciones divididas según el sexo de los 
individuos. *P<0,05 respecto de varones del grupo control; px: píxeles; U.A.: Unidades arbitrarias. 
Muestra 
Poblacional Sexo %ADN (%) Longitud (px) Momento (U.A.)
Varones 2,31 ± 0,36 33,41 ± 4,30 1,54 ± 0,39
Mujeres 3,65 ± 1,16 41,71 ± 9,48 3,09 ± 1,61
Varones 4,10 ± 0,55 * 52,09 ± 5,58 * 3,71 ± 0,80 *

















La comparación entre sexos no reveló diferencias significativas entre varones y 
mujeres, ni en las proteínas carboniladas ni en la di-tirosina, en ninguna de las dos 
poblaciones estudiadas (P>0,05). Sin embargo, sí que se hallaron diferencias 
significativas entre poblaciones para cada sexo, excepto en los niveles de di-tirosina 
entre mujeres con EA y control (Tabla 10). En este caso, los resultados indican que las 
diferencias existentes entre EA y grupo control en los grupos carbonilo no dependen 
del sexo de los individuos, mientras que para la di-tirosina parece que influyen más los 









Figura 24. Comparación de los niveles de daño oxidativo a proteínas en población control vs. 
población con EA. A) Proteínas carboniladas: 0,23±0,04 vs. 0,37±0,04 (F=5,61); B) Di-Tirosina: 


























































Tabla 10. Valores de daño oxidativo a proteínas en ambas poblaciones divididas 
según el sexo de los individuos. *P<0,05 y **P<0,01 respecto a individuos del mismo 





Di-Tirosina     
(UAF/mg prot)
Varones 0,21 ± 0,04 10412 ± 495
Mujeres 0,26 ± 0,06 9956 ± 819
Varones 0,36 ± 0,07 ** 15146 ± 3019 *






En cuanto a la relación de los valores de daño oxidativo a proteínas con la 
edad, los resultados del test de correlación indicaron que no existía relación alguna 
entre ninguno de los dos parámetros (proteínas carboniladas y di-tirosina) y la edad de 
los individuos en ambas poblaciones (EA: ρx,y=-0,02; Control: ρx,y=0,46 para proteínas 
carboniladas. EA: ρx,y=0,30; Control: ρx,y=-0,16 para di-tirosina. P>0,05). 
 
2.3. DAÑO OXIDATIVO POR GLICOXIDACIÓN 
Para finalizar con las determinaciones de biomarcadores de daño oxidativo en 
sangre en la muestra poblacional con EA y su respectivo grupo control se analizó la 
cantidad de AGEs presente en las muestras de plasma. Tras comprobar que los 
valores de AGEs seguían una distribución normal en ambas poblaciones (EA: Z=1,07; 
Control: Z=0,46. Ambos P>0,05) se observó que la población con EA tenía unas 
concentraciones de este biomarcador significativamente más elevadas respecto de la 
población control (Figura 25), por lo que el daño por glicoxidación también era mayor 
en el plasma de la muestra poblacional con EA. 
La comparación entre sexos no reveló diferencias significativas en ninguna de 
las dos poblaciones estudiadas. Además, tampoco existieron diferencias entre 












Figura 25. Comparación de los niveles de daño 
oxidativo por glicoxidación en población control 
vs. población con EA. Productos de glicación 
avanzada (AGEs): 254468±11982 vs. 332185±33368 





























Por último, los resultados del test de correlación de Pearson indicaron que no 
existía relación alguna entre los valores de AGEs y la edad de los individuos en ambas 
poblaciones (P>0,05). 
 
2.4. ESTATUS ANTIOXIDANTE 
A continuación se determinaron los parámetros de estatus antioxidante en el 
plasma sanguíneo. Los  valores obtenidos en la determinación de –SH y de la 
capacidad antioxidante mediante FRAP en ambas poblaciones seguían una 
distribución normal (EA: Z=0,67; Control: Z=0,80 para –SH. EA: Z=0,48; Control: 
Z=0,90 para capacidad antioxidante. Ambos P>0,05). La comparación entre la muestra 
con EA y el grupo control reveló que, tanto los valores de –SH, como la capacidad 
antioxidante del plasma, eran significativamente menores en la población con EA 
respecto de la población control (Figura 26). Esto indicaría que las personas con EA 
no sólo tienen más elevados los niveles de biomarcadores de daño oxidativo en 
sangre, sino que además, su capacidad para poder hacer frente a ese aumento de 
estrés oxidativo está disminuida, probablemente por acción directa de los propios RL y 





Tabla 11. Valores de daño oxidativo por glicoxidación 
(AGEs) en ambas poblaciones divididas según el sexo de 
los individuos. UAF: Unidades arbitrarias de fluorescencia. 
Muestra 
Poblacional Sexo AGEs (UAF)
Varones 244761 ± 14210
Mujeres 272495 ± 21581
Varones 285078 ± 14199

















El análisis de la posible influencia del factor ‘Sexo’ sobre los valores de los dos 
parámetros de estatus antioxidante indicó que no existían diferencias significativas en 
ninguna de las dos poblaciones para ambas variables (P>0,05). No obstante, cuando 
la comparación se realizó entre población EA y control separando sexos, sí que se 
obtuvieron diferencias significativas. En este caso, tanto varones como mujeres con 
EA tenían niveles de –SH y capacidad antioxidante del plasma significativamente 
menores que la población control, lo que sugiere que las diferencias encontradas no 









Tabla 12. Valores de grupos tiol y capacidad antioxidante en ambas poblaciones divididas 








Varones 0,31 ± 0,02 0,57 ± 0,03
Mujeres 0,36 ± 0,04 0,59 ± 0,06
Varones 0,22 ± 0,02 ** 0,44 ± 0,02 *
Mujeres 0,21 ± 0,02 ** 0,45 ± 0,02 **
EA
Control
Figura 26. Comparación de los niveles de estatus antioxidante en población control vs. 
población con EA. A) Grupos tiol: 0,32±0,02 vs. 0,22±0,01 (F=25,29); B) FRAP: 0,58±0,03 vs. 














































Para finalizar, los análisis de correlación con la edad no mostraron que existiera 
ninguna relación significativa en ambas poblaciones (EA: ρ x,y=-0,16; Control: ρx,y=-0,08 
para –SH. EA: ρx,y=0,29; Control: ρx,y=0,25 para capacidad antioxidante. P>0,05 en 
todos), al igual que el resto de parámetros analizados anteriormente. 
 
3. ESTUDIO DE LOS EFECTOS ANTIOXIDANTES DEL AS EN EA 
El uso de antioxidantes como posible terapia en EA está siendo ampliamente 
estudiado debido a la alta influencia del estrés oxidativo en la patología. Se han 
investigado multitud de compuestos de diversa naturaleza, siendo las vitaminas y 
nutrientes los más empleados, ya que muchos son de fácil absorción y ejercen otros 
efectos beneficiosos en el organismo. Por otro lado, el AS es un agua minero-
medicinal con propiedades antioxidantes basadas en su composición, pues tiene un 
alto contenido en H2S. Esta molécula no sólo interactúa directamente con RL y ROS, 
sino que también puede servir de fuente para la síntesis de GSH. En la actualidad se 
han realizado estudios en los que se demuestra el efecto beneficioso del AS, pero no 
existen trabajos que aporten sus beneficios en biomarcadores de daño oxidativo a 
ADN ni en población con EA. Con objeto de contribuir al estudio de nuevos 
compuestos que ayuden a reducir el estrés oxidativo de estos pacientes y mejoren su 
calidad de vida, se realizó una aproximación terapéutica in vitro del AS en CMSP de 
personas con EA, relacionando el daño oxidativo al ADN con su viabilidad celular, y 
comparando los resultados obtenidos con 3 antioxidantes de referencia, tanto en 
pacientes con EA como en su correspondiente grupo control. 
3.1. ANÁLISIS PREVIO DE AGENTES ANTIOXIDANTES EN CMSP DE EA 
(TRATAMIENTOS A) 
 Para determinar que los antioxidantes utilizados no generaban un daño 
oxidativo per se, las CMSP se sometieron a un tratamiento de incubación con los 
cuatro agentes seleccionados (AS, AA, Trolox y NAC). El análisis de los parámetros de 
daño oxidativo al ADN (%ADN, Longitud y Momento) reveló que seguían una 















La comparación entre tratamientos para las tres variables indicó que ni el 
tratamiento con AS ni ninguno de los tratamientos con los antioxidantes de referencia 
generaba valores más elevados que aquellos determinados en la condición basal de 
los individuos. Es más, incluso algunos tratamientos disminuían significativamente los 
valores respecto de la condición basal (Figura 27). Además, también se observaron 



















































































C Figura 27. Comparación de los niveles de 
daño oxidativo en el ADN entre los 
diferentes tratamientos de tipo A en 
población control y población con EA. A) 
%ADN en la cola, F=20,24 (Control) y F=50,76 
(EA); B) Longitud de la cola, F=46,98 (Control) 
y F=64,44 (EA); C) Momento de la cola, 
F=16,88 (Control) y F=39,24 (EA). *P<0,05 y 
**P<0,01 respecto de los valores en 
condiciones basales dentro de cada población 
(controles en azul y EA en rojo). px: píxeles, 
U.A.: unidades arbitrarias, AS: Agua sulfurada, 
AA: Ácido ascórbico, NAC: N-acetil-cisteína. 
Tabla 13. Análisis de distribución de los datos de daño oxidativo al ADN para los 4 
tratamientos de tipo A en población con EA y población control. Todos los análisis resultaron no 
significativos (P<0,05). 
 
Variable AS AA Trolox NAC
%ADN 0,73 0,76 0,32 0,41
Longitud 0,62 0,37 0,55 0,56
Momento 0,76 0,56 0,39 0,56
%ADN 0,53 1,13 0,71 1,00
Longitud 0,68 0,87 0,81 0,88
Momento 0,75 1,26 0,90 0,76
EA
CONTROL












 La determinación de la viabilidad celular de las CMSP por MTT no reveló 
diferencias significativas de ningún tratamiento de tipo A respecto de las condiciones 
basales (χ2=4,29 para población control y χ 2=3,20 para población con EA; P>0,05) 
(Figura 28). Esto sugiere que, tal como cabría esperar, ningún antioxidante produce 
per se daño oxidativo al ADN en las CMSP, ni tampoco disminuye su viabilidad, tanto 













Figura 28. Comparación del tanto por ciento de viabilidad celular 
determinada mediante el ensayo del MTT entre los diferentes tratamientos 
de tipo A en población control (azul) y población con EA (rojo). AS: Agua 





















Tabla 14. Valores de daño oxidativo al ADN para los 4 tratamientos de tipo A en población con 
EA y población control. %: porcentaje; px: píxeles; U.A.: unidades arbitrarias. AS: Agua sulfurada, 
AA: Ácido ascórbico, NAC: N-acetil-cisteína. *P<0,05 y **P<0,01. Comparaciones entre tratamientos: 
1: AS vs. AA; 2: AS vs. Trolox; 3: AS vs. NAC. 
 
Variable AS AA Trolox NAC
%ADN (%) 2,06±0,13**1,2 1,31±0,10 0,89±0,10 1,59±0,13
Longitud (px) 22,16±1,05**1,2 15,07±0,87 14,03±1,19 20,06±1,29
Momento (U.A.) 1,06±0,10 0,55±0,08 0,28±0,06 0,71±0,11
%ADN (%) 2,23±0,10 2,19±0,10 2,07±0,10 2,07±0,10
Longitud (px) 30,45±1,06*3 29,39±1,00 27,67±0,91 26,36±0,90







3.2. EFECTOS DE AGENTES OXIDANTES EN CMSP DE EA 
(TRATAMIENTOS B) 
 Para poder definir el efecto protector del AS y los agentes antioxidantes de 
referencia (ver apartado 3.3. de Resultados) se decidió inducir un daño oxidativo 
exógeno a las CMSP de ambas poblaciones. Para ello se determinó el nivel de daño 
que generaba la adición de los agentes oxidantes (sin adición de antioxidantes) a las 
CMSP. 
El análisis de los resultados de daño oxidativo al ADN confirmó que los datos 
seguían una distribución normal de los valores de las tres variables estudiadas 
(‘%ADN’, ‘Longitud’ y ‘Momento’) en ambas poblaciones (EA: %ADN-H2O2, Z=0,53; 
Longitud-H2O2, Z=0,32; Momento-H2O2, Z=0,61; Control: %ADN-H2O2, Z=0,86; 
Longitud-H2O2, Z=0,77; Momento-H2O2, Z=1,03. Todos P>0,05). La comparación entre 
los tratamientos de inducción de daño y la condición basal de las CMSP indicó, como 
era de esperar, que la inducción de daño con H2O2 aumenta los valores de las tres 













En cuanto a la viabilidad celular mediante MTT, a pesar de que se puede 
observar una clara disminución tras realizar los tratamientos con H2O2 y HCY, no se 
Figura 29. Comparación de los niveles de 
daño oxidativo en el ADN entre los 
tratamientos de tipo B en población 
control y población con EA. A) %ADN en 
la cola, F=561,70 (Control) y F=698,07 (EA); 
B) Longitud de la cola, F=635,23 (Control) y 
F=750,97 (EA); C) Momento de la cola, 
F=397,75 (Control) y F=585,34 (EA). 
**P<0,01 respecto de los valores en 
condiciones basales dentro de cada 
población (controles en azul y EA en rojo). 













































































observaron diferencias significativas de ningún tratamiento respecto de las condiciones 















3.3. EVALUACIÓN DE EFECTOS PROTECTORES DEL AS EN CMSP DE EA 
(TRATAMIENTOS C) 
Finalmente, una vez determinado que los agentes antioxidantes no generaban 
per se daño al ADN de las CMSP ni disminuían su viabilidad, y que los agentes 
oxidantes sí generaban un aumento significativo de daño al ADN en CMSP en ambas 
poblaciones, se procedió a evaluar el posible efecto protector del AS tanto en la 
población con EA como en el grupo control. Respecto a la cuantificación de daño 
oxidativo al ADN, los valores de ‘%ADN’, ‘Longitud’ y ‘Momento’ siguieron una 
distribución normal para el grupo de tratamientos C en ambas poblaciones (Tabla 15). 
 
 
Figura 30. Comparación del tanto por ciento de viabilidad celular 
determinada mediante el ensayo del MTT entre los diferentes tratamientos 
































La comparación entre los tratamientos de inducción de daño (tratamientos B) y 
los tratamientos combinados de antioxidante y posterior inducción de daño oxidativo 
con H2O2 (tratamientos C), indicaron que todos los tratamientos combinados 
disminuían significativamente el daño oxidativo observado respecto de aquellos donde 
se inducía el daño con H2O2 (Figura 31). Estos resultados indican que la adición previa 
de los antioxidantes seleccionados (AS, AA, Trolox y NAC) puede prevenir la 
generación de daño en las CMSP inducido con H2O2. Además, en ambas poblaciones 
(pacientes con EA y grupo control) existían diferencias significativas entre alguno de 
los tratamientos utilizados (Tabla 16). 
Por último, en cuanto a la viabilidad celular mediante MTT, para realizar la 
comparación entre diferentes tratamientos de tipo C se decidió analizar por separado 
los resultados en función del agente de inducción de daño utilizado. Por un lado, 
aquellos cuyo agente inductor fue el H2O2 y por otro, aquellos cuyo daño fue inducido 
con HCY. En ambos casos se observaron diferencias significativas en la población 
control solamente para el tratamiento combinado con AS. Además, en el caso de la 
población con EA, también se encontraron diferencias para el tratamiento combinado 
con AA y Trolox cuando se utilizó H2O2 como agente inductor. Sin embargo, al utilizar 
HCY, en la población con EA no existieron diferencias significativas cuando el 
tratamiento combinado contenía Trolox (Figura 32). Estos resultados sugieren que el 
AS podría proteger a las CMSP frente a un aumento de estrés oxidativo, no sólo en la 
muestra poblacional con EA, sino también en el grupo control, lo que indicaría un gran 
poder antioxidante de estas aguas. 
 
Tabla 15. Análisis de distribución de los datos de daño oxidativo al ADN para los 4 
tratamientos de tipo C en población con EA y población control. Todos los análisis resultaron no 
significativos (P<0,05). H2O2: Peróxido de Hidrógeno, AS: Agua sulfurada, AA: Ácido ascórbico, 
NAC: N-acetil-cisteína. 
 
Variable H2O2+AS H2O2+AA H2O2+Trolox H2O2+NAC
%ADN 0,83 0,90 0,82 0,72
Longitud 0,68 0,63 0,69 0,41
Momento 0,85 1,00 0,99 0,83
%ADN 1,25 0,98 1,09 0,86
Longitud 1,00 0,59 0,71 0,74
Momento 1,12 1,28 1,23 0,85





































































































H2O2 H2O2+ H2O2+ H2O2+ H2O2+ H2O2 H2O2+ H2O2+ H2O2+ r l H2O2+NAC
H2O2 H2O2+ H2O2+ H2O2+ H2O2+
Figura 31. Comparación de los niveles de 
daño oxidativo en el ADN entre los diferentes 
tratamientos de tipo C en población control y 
población con EA. A) %ADN en la cola, 
F=100,03 (Control) y F=221,05 (EA); B) Longitud 
de la cola, F=106,77 (Control) y F=263,44 (EA); 
C) Momento de la cola, F=79,62 (Control) y 
F=199,31 (EA). **P<0,01 respecto de los valores 
en condiciones basales dentro de cada población 
(controles en azul y EA en rojo). H2O2: Peróxido 
de Hidrógeno, AS: Agua sulfurada, AA: Ácido 
ascórbico, NAC: N-acetil-cisteína. px: píxeles, 
U.A.: unidades arbitrarias. 
Tabla 16. Valores de daño oxidativo al ADN para los 4 tratamientos de tipo C en población con 
EA y población control. %: porcentaje; px: píxeles; U.A.: unidades arbitrarias. H2O2: Peróxido de 
Hidrógeno, AS: Agua sulfurada, AA: Ácido ascórbico, NAC: N-acetil-cisteína. *P<0,05. 
Comparaciones entre tratamientos: 2: AS vs. Trolox; 3: AS vs. NAC; 4: AA vs. Trolox; 5: AA vs. NAC. 
 
Variable H2O2+AS H2O2+AA H2O2+Trolox H2O2+NAC
%ADN (%) 4,28 ± 0,14 3,88 ± 0,13 3,80 ± 0,16 3,87 ± 0,16
Longitud (px) 48,04 ± 1,14*2,3 45,53 ± 1,16*4 41,99 ± 1,13 44,05 ± 1,28
Momento (U.A.) 3,76 ± 0,18 3,44 ± 0,16 3,29 ± 0,24 3,36 ± 0,20
%ADN (%) 3,37 ± 0,15*3 3,49 ± 0,13 3,59 ± 0,18 3,96 ± 0,21
Longitud (px) 44,38 ± 1,57 43,37 ± 1,43 47,05 ± 1,61 45,81 ± 1,65













Figura 32. Comparación del tanto por ciento de viabilidad celular determinada mediante el 
ensayo del MTT entre los diferentes tratamientos de tipo C en población control (azul) y 
población con EA (rojo). A) Tratamientos con Peróxido de Hidrógeno (H2O2) como agente inductor 
de daño (Control: χ2= 5,78; EA: χ2=12,90). B) Tratamientos con Homocisteína (HCY) como agente 
inductor de daño (Control: χ2= 4,61; EA: χ2=8,50). *P<0,05 respecto del tratamiento de inducción de 












































































En la presente Tesis Doctoral se han abordado las posibles consecuencias 
derivadas del envejecimiento poblacional, cada vez más acusado en nuestra sociedad, 
en dos poblaciones con trastornos que cursan con patologías del sistema nervioso 
(deficiencia mental y demencia) de la Comunidad de Madrid. Se seleccionaron el 
síndrome de Down (SD) y la enfermedad de Alzheimer (EA) por su estrecha relación 
en edades avanzadas, pues en un alto porcentaje las personas con SD acaban 
desarrollando EA (Van Dyke et al., 1998). En el caso del SD, el trabajo está orientado 
hacia conseguir más información sobre el estado de la función renal de estas 
personas, pues los estudios realizados hasta la fecha no revelan suficientes datos que 
puedan determinar lo que ocurre en esta función a edades avanzadas en personas 
con este síndrome. Por otro lado, en el caso de la población con EA, el objetivo 
principal fue determinar los niveles de estrés oxidativo en plasma y células 
sanguíneas, con el fin de testar posteriormente los efectos antioxidantes del agua AS y 
tratar de abrir nuevas vías terapéuticas que pudieran permitir una mejora de la calidad 
de vida de personas con EA. 
 
1. EFECTOS GENERALES DEL ENVEJECIMIENTO POBLACIONAL EN SD Y EA 
Como se ha comentado en la Introducción, es un hecho que la población 
mundial está envejeciendo (Kinsella et al., 2005; Christensen et al., 2009). 
Concretamente, España será unos de los países más envejecidos del mundo si los 
datos de mortalidad y las tasas de natalidad siguen con la tendencia actual (Otero et 
al., 2004). 
Según el Instituto Nacional de Estadística (INE), la esperanza de vida al nacer 
en nuestro país se sitúa en 81,87 años, siendo de 78,87 años para los varones y de 
84,82 años para las mujeres. 
Una de las consecuencias del envejecimiento que sufren las poblaciones es 
que dentro de éstas, grupos con discapacidades y una esperanza de vida menor que 
la población general hayan llegado a edades más elevadas que años atrás. Un claro 
ejemplo es el SD, que en poco más de medio siglo ha visto aumentada su esperanza 
de vida de 12 a más de 55 años (Bittles y Glasson, 2004; Barnhart y Connolly, 2007). 
En España, según la Encuesta de Discapacidad, Autonomía Personal y 
Situaciones de Dependencia (EDAD) del año 2008 realizada por el INE, viven 
alrededor de 34000 personas con SD. De ellas, más del 13% supera los 45 años de 




poblacional no llegaba al 11%. Además, como se puede observar en la Figura 33, 













Este aumento en la esperanza de vida ubica a la población con SD en una 
situación nueva respecto a la de hace unas décadas, abriendo la puerta a la 
exposición de su organismo a posibles consecuencias derivadas de la edad avanzada, 
que antes no eran propias de personas con este síndrome. Por ello, es importante 
tratar de averiguar si los trastornos fisiológicos ya conocidos, como los problemas 
tiroideos (Korsager et al., 1978) o las deficiencias en la vista (van Buggenhout et al., 
1999),  entre otros, evolucionan negativamente o se mantienen estables. Y además, 
también cobra una gran relevancia la búsqueda y caracterización de nuevos 
problemas que antes no se manifestaran para aumentar el conocimiento del SD, sobre 
todo a edad avanzada, con objeto de poder desarrollar una monitorización y 
tratamientos adecuados en estas personas. 
Adicionalmente, los datos poblacionales muestran una menor esperanza de 
vida en mujeres con SD en nuestro país, tal y como ocurre en poblaciones con SD del 
resto del mundo y justo al contrario que en la población mundial sin SD (Glasson et al., 
2003; Esbensen, 2010). Una posible causa de esta menor supervivencia en mujeres 
con SD podría ser la aparición temprana de la menopausia (Schupf et al., 1997). Está 

























Figura 33. Pirámide poblacional de SD en el año 2008. Datos recopilados de 
la Encuesta de Discapacidad, Autonomía Personal y Situaciones de 
Dependencia (EDAD) realizada por el Instituto Nacional de Estadística. Un 1% en 




descrito que la menopausia es un factor de riesgo para padecer enfermedades 
cardíacas, depresión, osteoporosis o demencia en población general (Harlow y 
Ephross, 1995) y que en SD se asocia con pérdidas cognitivas y demencia (Patel et 
al., 2001; Schupf et al., 2003). Además, los problemas tiroideos, que son comunes en 
esta población, también podrían influir en la aparición temprana de la menopausia 
(Carr y Hollins, 1995), por lo que su diagnosis, tratamiento y monitorización serían 
relevantes para la búsqueda de un aumento de la supervivencia en mujeres con SD. 
Por otro lado, otra consecuencia directa del aumento en la esperanza de vida y 
el envejecimiento poblacional es el aumento de la incidencia de enfermedades 
asociadas al envejecimiento, como la EA. Actualmente existen en nuestro país 
alrededor de 600.000 personas con EA, y las predicciones, según la Sociedad 
Española de Neurología, son que para el año 2025 esta cifra se duplique. Las 
consecuencias inmediatas suponen que ha de seguirse una línea de actuación en pos 
de mejorar en la investigación diagnóstica, en el conocimiento de las causas de la 
enfermedad, en campañas de prevención y en los posibles tratamientos para paliar las 
consecuencias de la EA. 
 
2. EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO POBLACIONAL SOBRE LA FUNCIÓN 
RENAL EN SD 
Los resultados referentes a la función renal en SD obtenidos en esta Tesis 
Doctoral muestran unos niveles de Cr urinaria en la población con SD 
significativamente menores que en la población control. Estas diferencias son debidas 
en su mayor parte a las encontradas en el rango de edad entre 16 y 60 años. 
Debido a que la Cr es el producto final del metabolismo de la creatina, que se 
encuentra principalmente en la masa muscular, existe una buena correlación entre la 
masa magra de una persona y la eliminación de Cr (Forbes et al., 1976; Remer et al., 
2002). Sin embargo, la masa magra no fue incluida en el diseño del presente estudio 
debido a que algunos trabajos no encontraron diferencias en este parámetro entre el 
grupo con SD y el grupo control, ni en niños ni en adultos (Allison et al., 1995; Luke et 
al., 1996). 
También se puede suponer que una tasa metabólica reducida en personas con 
SD podría justificar esta disminución encontrada en los niveles urinarios de Cr. Una 
menor tasa metabólica conllevaría una menor actividad del ciclo de la creatina 




excretaría menos cantidad de metabolito por la orina. De hecho, la sarcopenia senil, 
término que se refiere a la progresiva pérdida de masa y fuerza muscular en personas 
mayores, ha sido descrita en personas de edad avanzada sin SD (Proctor et al., 1998; 
Berger y Doherty, 2010; Musso y Oreopoulos, 2011) y también en personas con 
discapacidad intelectual sin especificar el tipo (Bastiaanse et al., 2012). Podría ocurrir 
que este fenómeno se produjera antes en las personas con SD, pero existen 
resultados controvertidos al respecto (Allison et al., 1998; Fernhall et al., 2005). 
Por otro lado, una de las características más importantes del SD es que estas 
personas muestran un elevado estrés oxidativo (Jovanovic et al., 1998; Casado et al., 
2007; Campos et al., 2010, 2011a; Lott, 2012). Este estrés oxidativo está íntimamente 
relacionado con el envejecimiento prematuro característico del SD (Odetti et al., 1998; 
Druzhyna et al., 1998; Pallardó et al., 2006; Zigman y Lott, 2007), que podría influir en 
una posible pérdida de función renal. De hecho, aunque el antioxidante más 
importante presente en los riñones, la ceruloplasmina, no parece que esté disminuido 
con la edad (Tórsdóttir et al., 2001), la disminución en la excreción urinaria de Cr unida 
a la disminución en los valores de GE sugieren que pueda existir un daño en la función 
renal de las personas con SD, tal y como ha quedado demostrado en esta Tesis 
Doctoral. 
2.1. INFLUENCIA DEL SEXO SOBRE MARCADORES DE FUNCIÓN RENAL 
EN SD 
 El análisis de la influencia de factores socio-demográficos sobre las variables 
de función renal estudiadas en el SD (Cr y GE) determinó que los resultados varían en 
función del factor de comparación. 
 En relación al sexo de los individuos, en la población general, tanto los valores 
de Cr urinaria como de GE son mayores en los varones adultos respecto de los de las 
mujeres (Carrieri et al., 2001; Barr et al., 2005; Suwazono et al., 2005). Esto es debido 
probablemente al mayor desarrollo muscular de los hombres (Alessio et al., 1985; Barr 
et al., 2005). En esta Tesis Doctoral, los valores observados siguen esa misma 
tendencia en ambas poblaciones (SD y grupo control), si bien las diferencias no son 
significativas entre varones y mujeres de la misma población. Además, tal y como 
cabe esperar, la comparación de los valores de Cr en dichas poblaciones entre 
personas del mismo sexo indica que las diferencias entre SD y grupo control se 
mantienen, lo que sugiere que las diferencias encontradas entre estas 2 poblaciones 
no responden a una predisposición en función del género de la persona. Por otra 




pensar que ocurre lo mismo en esta variable que con la Cr. El valor de significación del 
test estadístico es muy próximo a 0,05 y por tanto es posible que tampoco influya el 
sexo en las diferencias encontradas entre la población con SD y la población control. 
De todas formas, para poder afirmar con mayor rotundidad estas aseveraciones, sería 
recomendable realizar estudios más profundos al respecto, donde se puedan utilizar a 
la vez otros métodos de detección complementarios. 
2.2. INFLUENCIA DE LA EDAD SOBRE MARCADORES DE FUNCIÓN 
RENAL EN SD 
Las diferencias encontradas entre la muestra poblacional con SD y el grupo 
control son debidas en su mayor medida a las encontradas en los grupos de edad a 
partir de la pubertad (grupos de edad III, IV y V para la Cr y grupos de edad IV y V 
para la GE). Según los resultados de la presente Tesis Doctoral, es posible que el 
envejecimiento prematuro que caracteriza a las personas con SD afecte a la 
funcionalidad de su sistema renal, pues tanto los valores de Cr como los de GE son 
significativamente menores a partir de un rango de edad concreto. Está descrito que la 
tasa de filtración glomerular, la musculatura de los riñones y el número y tamaño de 
los glomérulos desciende con la edad (Alessio et al., 1985; Nyengaard y Bendtsen, 
1992). Sin embargo, aunque se ha observado que puede existir una reabsorción de Cr 
por parte de  los túbulos renales en personas mayores sanas (Musso et al., 2009), las 
diferencias encontradas tanto en los valores de Cr como los de GE (que incluye todos 
los metabolitos excretados en la orina) refuerzan la hipótesis de una función renal 
dañada en personas con SD de edad avanzada; a pesar de que según Málaga et al. 
(2005) la incidencia de fallos renales en este síndrome no difiera del resto de la 
población. Además, si la capacidad de dilución de la orina está disminuida en 
personas mayores (Musso y Oreopoulos, 2011) unos valores más bajos de Cr urinaria 
y GE en personas con SD significaría que estas personas tienen su orina más diluida 
de lo normal. 
Respecto a las diferencias encontradas entre grupos de edad dentro de cada 
población (SD y grupo control), se puede afirmar que son diferencias ya observadas 
con anterioridad, pero con algunas variaciones. Está descrito desde hace años que la 
excreción urinaria de Cr a lo largo de la vida responde a un patrón de variación que 
presenta valores más bajos en la infancia y más elevados en jóvenes y adultos, 
influenciados en gran medida por un momento crítico en el crecimiento humano: la 
pubertad (Tanner, 1962). Observando los resultados obtenidos en la presente Tesis 




crecimiento de los niños con SD respecto al crecimiento de los niños de la población 
control, pues las diferencias significativas encontradas entre el grupo de edad I 
aparecen desplazadas hacia un grupo de edad mayor. Es decir, si en población control 
las diferencias se encuentran entre el grupo de edad I y los grupos II y III, en la 
población con SD estas diferencias son entre el grupo de edad I y los grupos III y IV. 
El estudio comparativo las tablas de crecimiento descritas en la literatura (tabla 
de SD según Pastor et al., 2004; tabla de población control según Sobradillo et al., 
2004) permite observar un pequeño retraso en el crecimiento, no sólo entre las 
poblaciones, sino también en las pendientes de las rectas de tendencia (Figura 34). 
Este hecho podría estar causado por una deficiencia en el factor de crecimiento 
insulínico tipo I (IGF-I), producido por la hormona del crecimiento (GH) (Annerén et al., 
1990), y ya se han realizado tratamientos con resultados positivos suplementando a 
los individuos con SD con diferentes dosis de GH (Annerén et al., 1999; Annerén et al., 















Figura 34. Comparación de curvas de crecimiento en niños con SD y niños de una población 
control sin SD. A. Niñas hasta 3 años. B. Niñas hasta 15 años. C. Niños hasta 3 años. D. Niños 
hasta 15 años. Gráficas adaptadas de la Fundación Catalana de Síndrome de Down (www.fcsd.org) 
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El análisis de los resultados observados respecto del factor ‘Edad’ para la GE 
dentro de cada población indica claramente una disminución en los valores de este 
parámetro a medida que la edad avanza. Si bien las diferencias sólo son significativas 
en la población con SD, parece que con la edad la orina está más diluida. Además, 
dado que la disminución de valores de GE es más pronunciada en el SD, estos datos 
pueden indicar una pérdida de función renal también, fortaleciendo nuestra hipótesis 
de partida. 
 Para completar el análisis del factor ‘Edad’ se realizaron correlaciones 
bivariadas entre la Cr, la GE y la edad de los individuos en ambas poblaciones. 
Además, se realizó un análisis de regresión lineal en el caso de aquellas correlaciones 
que fueran significativas. Como se puede observar en los resultados de esta Tesis 
Doctoral (Figura 18), se encontraron correlaciones significativas entre Cr y GE y entre 
GE y la edad en las dos poblaciones (SD y grupo control). La correlación positiva 
encontrada entre Cr y GE era esperable e indica que estas dos variables sólo son 
capaces de explicar en parte el mismo fenómeno. Además, dado que sus coeficientes 
de correlación fueron muy parecidos en ambas poblaciones, es probable que los 
mecanismos que expliquen los valores de ambas variables sean los mismos o muy 
similares. Por otro lado, también se observó una relación lineal entre GE y la edad, 
que se podría corresponder con una capacidad disminuida para filtrar los metabolitos 
que se excretan por la orina a medida que la edad avanza. Estos datos son muy 
similares, tanto en la aproximación usando grupos de edad como en el ajuste por 
regresión usando los datos de edad en bruto, siendo en ambos casos la pendiente de 
la ecuación que se obtiene el doble en la población con SD respecto del grupo control 
(ver apartado 1.1. de Resultados. Figuras 18B y 19, respectivamente). 
Por último, el hecho de que no se haya encontrado una correlación lineal entre 
Cr urinaria y edad, ni en las personas con SD ni en el grupo control, es algo esperable 
o normal. Esta afirmación está basada en la dependencia, ya mencionada, de la 
excreción de Cr con la masa muscular del individuo (Remer et al., 2002). En los 
resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral (ver apartado 1.1. de Resultados, Figura 
18A), se puede percibir una tendencia similar en ambas poblaciones. Los valores de 
Cr van aumentando hasta alcanzar un máximo, que suele coincidir con la edad adulta, 
para después empezar a disminuir debido al envejecimiento. La etapa donde los 
valores crecen se corresponde con el desarrollo del individuo, con el consecuente 
aumento de masa muscular, mientras que en la etapa de descenso ocurre justo lo 
contrario, perdiéndose no sólo la musculatura (Davies et al., 2002; Berger y Doherty, 




definitiva, se puede afirmar que la evolución de los valores de Cr urinaria en el ciclo de 
vida de los seres humanos sigue una tendencia que se ajusta a una función de 
segundo grado. Además, también es representativo de la diferencia entre ambas 
poblaciones que ese ajuste sea matemáticamente peor en la población con SD (con 
un valor de R2 menor), lo que puede apoyar un ligero retraso en el crecimiento y sobre 
todo un envejecimiento prematuro que afecta a la función renal en estas personas. 
2.3. INFLUENCIA DE LA DIETA SOBRE MARCADORES DE FUNCIÓN 
RENAL EN SD 
 Además de la influencia de la edad y el sexo, se analizó la influencia de la dieta 
en los niveles de Cr y GE en ambas poblaciones, con especial atención a la ingesta de 
carne. La carne contiene creatina y trazas de Cr y está descrito que la creatina 
acumulada de la dieta puede desencadenar un gradual aumento en la excreción 
urinaria de Cr, incluso en personas con fallos renales (Hoberman et al., 1948; 
Hoogwerf et al., 1986; Lew y Bosch, 1991; Gutiérrez et al., 1992; Davies et al., 2002). 
Igualmente, cocinar la carne convierte la creatina a Cr (Jacobsen et al., 1979), de 
modo que una dieta rica en carne puede contribuir al aumento de los niveles urinarios 
de Cr. Los resultados de esta Tesis Doctoral muestran unos niveles mayores de Cr 
urinaria y de GE en aquellas personas con mayor frecuencia de ingesta de carne. Sin 
embargo, no se encontraron diferencias significativas para ambos parámetros, entre 
una ingesta diaria de carne y una ingesta de sólo 2-3 veces por semana, tanto en 
población control como en la población con SD. 
 Recientemente, se han publicado estudios en los que se cuestiona el uso de la 
Cr como marcador de la ingesta de carne (Dragsted, 2010; Cross et al., 2011). Estos 
estudios proponen otros marcadores con mayor independencia de otros factores 
(masa muscular, variabilidad intra-individual), como los niveles urinarios de 1-metil-
histidina o 3-metil-histidina. Si bien es cierto que estos marcadores podrían ser más 
precisos a la hora de determinar la medida de ingesta de carne en la dieta, también 
cabe destacar que todavía no existen datos en la literatura que indiquen que también 
puedan utilizarse como indicadores de la función renal. 
Por último, el resto de tipos de alimentos (fruta y verdura, lácteos y frutos 
secos) no influyeron en los parámetros de función renal analizados y no se 
encontraron diferencias significativas entre las dos frecuencias de ingesta descritas 
(diariamente o sólo 2 o 3 veces por semana). A pesar de que se ha observado que 
una ingesta elevada de carbohidratos podría aumentar la acumulación de creatina en 




excreción urinaria de Cr, es posible que en el caso de la población con SD este factor 
no sea tan determinante, pues estas personas suelen tener una dieta bastante 
controlada, lo que justificaría el no haber encontrado diferencias en el resto de 
alimentos. 
2.4. INFLUENCIA DEL HIPOTIROIDISMO SOBRE MARCADORES DE 
FUNCIÓN RENAL EN SD 
 Como se ha comentado anteriormente, el hipotiroidismo es la patología del 
tiroides que afecta con mayor frecuencia al SD (Fort et al., 1984; Prasher, 1999; Mıhçı, 
et al., 2010). En la muestra poblacional analizada en esta Tesis Doctoral, el 
hipotiroidismo tenía una prevalencia del 30%. Estas personas estaban medicadas para 
hipotiroidismo con levotiroxina, de acuerdo con el cuestionario que cumplimentaron los 
participantes en este trabajo. La levotiroxina (o L-tiroxina) es una forma sintética de la 
tiroxina, que se receta a las personas con hipotiroidismo como reemplazo hormonal a 
la falta de síntesis propia del organismo. Por estos motivos se decidió analizar la 
influencia de la presencia de hipotiroidismo sobre las variables Cr y GE en la muestra 
poblacional con SD. 
 Está descrito que los niveles de Cr están influenciados por las hormonas 
tiroideas. De este modo, la presencia de hipotiroidismo aumenta los niveles séricos de 
Cr, debido principalmente a un menor aclaramiento de Cr, a una tasa de filtración 
glomerular disminuida y una mayor producción de Cr (Lafayette et al., 1994; Kreisman 
y Hennessey, 1999; Petkov et al., 2010). 
 Estudios previos realizados en personas sin SD mostraron que, tras 
tratamientos con hormonas tiroideas, la función renal mejoraba en gran medida, ya 
fuera mediante la valoración de la tasa de filtración glomerular (den Hollander et al., 
2005), la determinación del aclaramiento de Cr (Montenegro et al., 1996), o los valores 
de Cr en suero (Kreisman y Hennessey, 1999; den Hollander et al., 2005), e incluso 
todos los parámetros regresaban a sus valores de referencia. 
 Sin embargo, las personas con SD pertenecientes a la muestra poblacional 
analizada medicadas con levotiroxina para la disfunción tiroidea, seguían mostrando 
niveles de Cr urinaria menores que aquellos que no se medicaban. Las diferencias se 
encontraron en todos los grupos de edad, siendo significativas en el grupo III (de 16 a 
25 años). Es posible que los factores que afectan a la excreción de Cr disminuida en el 
hipotiroidismo del SD pueden ser diferentes que los que afectan  a población sin SD. 




disminuidos también en las personas con SD sin hipotiroidismo, comparadas con los 
de la población control. 
 Van Trotsenburg et al. (2005) observó elevadas concentraciones de TSH 
plasmática en casi todos los jóvenes con SD de su estudio, indicando que síntomas 
del hipotiroidismo son muchas veces atribuidos como características propias del SD. 
De hecho, algunas de las anormalidades descritas en SD están relacionadas con la 
función tiroidea: 
a) Niveles disminuidos de selenio (Nevé et al., 1983), necesario para el correcto 
funcionamiento de las GPx selenio-dependientes plasmáticas, sintetizadas en 
los túbulos proximales del riñón (Avissar et al., 1994) y que protegen los 
tirocitos de los peróxidos. Esta característica, además, también está presente 
en individuos con fallo renal crónico (Zachara et al., 2006), lo que reforzaría la 
hipótesis propuesta de un posible fallo renal en personas con SD. 
b) Una deficiencia en la actividad de la fenilalanina hidroxilasa (Shaposhnikov et 
al., 1979; Thiel y Fowkes, 2007), que transforma la fenilalanina en tirosina, 
aminoácido necesario para la síntesis de la hormona tiroidea. Se ha descrito 
que las personas con fallo renal crónico tienen problemas de hidroxilación de la 
fenilalanina y, en consecuencia, problemas en la síntesis de la tirosina (Kopple, 
2007). Si en adición las personas con fallo renal crónico también sufren de 
estrés oxidativo elevado, es razonable pensar que en las personas con SD 
pueda estar sucediendo lo mismo. 
c) Una sobreexpresión del gen DYRK1A, que codifica la quinasa reguladora de la 
fosforilación de la tirosina de doble especificidad 1A (DYRK1A), situado en el 
cromosoma 21 (Dowjat et al., 2007). La sobreproducción de DYRK1A puede 
reducir la disponibilidad de la tirosina, y por tanto puede producirse también 
menos hormona tiroidea. Recientemente, se ha descrito que la 
sobreproducción de DYRK1A puede influir en el proceso de neurodegeneración 
de las personas con SD, incluido el desarrollo de EA (Wegiel et al., 2011). Sin 
embargo, aún no hay muchos estudios descritos respecto de su influencia en la 
función renal. 
Por estos motivos, es probable que el tratamiento de la disfunción tiroidea en 
las personas con SD no normalice sus valores de Cr urinaria. Dado que, además, los 
valores de GE en personas con SD que tomaban levotiroxina también fueron menores 




es probable que pueda existir una disfunción renal causada por hipotiroidismo en SD. 
En cualquier caso, sería conveniente realizar estudios más profundos en este tema, 
utilizando además de los parámetros utilizados en esta Tesis Doctoral, 
determinaciones bioquímicas de otros marcadores de función renal, como la cistatina 
C, así como un completo seguimiento de otros parámetros que pudieran estar 
relacionados con ellos, como las enzimas o moléculas mencionadas en este apartado. 
Por último, cabe destacar que si se sustraen las personas con SD que recibían 
tratamiento para hipotiroidismo de la comparación entre poblaciones (SD y grupo 
control), las diferencias encontradas siguen siendo significativas, al menos para la Cr, 
lo que estaría en concordancia con la citada hipótesis de fallo renal en personas 
mayores con SD. 
En resumen, los resultados obtenidos en este apartado de la presente Tesis 
Doctoral revelan unos niveles de Cr urinarios disminuidos en la muestra poblacional 
con SD en el rango de edad entre 16 y 59 años. Asimismo, también se observan unos 
valores de GE más bajos para la población con SD en el rango de 26 a 59 años. Estos 
valores reducidos respecto de la población control pueden ser debidos al característico 
estrés oxidativo que presentan las personas con SD, normalmente más elevado que la 
población general, y que conduce a un envejecimiento prematuro que afectaría 
también a la función renal. De este modo, una función renal dañada demandaría más 
atención clínica para controlar cualquier otro problema asociado a ella. 
Además, los reducidos niveles de Cr en personas con SD tratadas con 
levotiroxina sugieren que el hipotiroidismo puede afectar a la excreción urinaria de Cr 
en este síndrome, pues la medicación no parece que devuelva a estas personas los 
valores encontrados para SD sin tratar. 
Para finalizar, otro aspecto no estudiado en esta Tesis Doctoral, pero que sí se 
ha discutido en trabajos previos de nuestro grupo (Campos et al., 2011a; 2011b), es 
que esta disminución en los niveles urinarios de Cr podría influir en la comparación de 
biomarcadores urinarios en estudios en los que se compare el SD con una población 
control sin SD, dado que la Cr se usa generalmente para estandarizar los valores de 
otros parámetros urinarios. Por tanto, sería aconsejable que estas diferencias fueran 
tenidas en cuenta en futuros estudios basados en muestras de orina en SD, así como 
la realización de nuevos estudios que permitan confirmar la hipótesis propuesta de una 
posible función renal dañada en SD, utilizando otros biomarcadores, como la cistatina 





3. ANÁLISIS DE BIOMARCADORES DE ESTRÉS OXIDATIVO EN EA 
 Como se ha comentado en la Introducción, la presencia de estrés oxidativo 
está íntimamente ligada a la EA. De hecho, algunos autores la clasifican como causa 
temprana de la patogénesis de la enfermedad (Aluise et al., 2010; Singh et al., 2010). 
Sin embargo, las alteraciones producidas por la EA y otras enfermedades 
neurodegenerativas no sólo se observan en el sistema nervioso central. También 
existen manifestaciones y respuestas compensatorias sistémicas que afectan a un 
determinado número de tejidos periféricos. Estas últimas, aunque tienen menor 
relevancia clínica, permiten que sean tejidos potenciales de estudio para comprender 
los mecanismos y progresión de la EA, así como para comprobar la eficacia de 
posibles aproximaciones terapéuticas. 
 Las CMSP son un buen modelo de estudio, pues la sangre es un tejido 
fácilmente accesible, cuya recolección no genera excesivas molestias al paciente y del 
que se puede obtener un gran volumen de material (celular y no celular) para trabajar 
con él. De hecho, existen estudios en los que se han encontrado cambios específicos 
de la EA en leucocitos de sangre periférica que mimetizan con cambios en neuronas. 
Estos estudios incluyen alteraciones en la utilización de la glucosa (Urcelay et al., 
2001), aumento de sensibilidad ante estímulos apoptóticos (Eckert et al., 1998), 
reentrada en ciclo celular (de las Cuevas et al., 2003), señalización por calcio alterada 
(Bartolomé et al., 2007) o aumento de la oxidación (Leutner et al., 2005), entre otros. 
 En esta parte de la presente Tesis Doctoral se han determinado los niveles de 
estrés oxidativo y la capacidad antioxidante en tejido sanguíneo de una muestra 
poblacional con EA de la Comunidad de Madrid. Asimismo, los resultados obtenidos 
se han comparado con una población control (sin EA) de la misma área geográfica. 
Los biomarcadores elegidos para el estudio fueron el daño oxidativo al ADN en CMSP 
(mediante el ensayo del cometa), el daño oxidativo a proteínas (mediante la 
determinación de proteínas carboniladas y niveles de di-tirosina en plasma) y el daño 
por glicoxidación (mediante la determinación de AGEs en plasma). Además, se analizó 
la capacidad antioxidante del plasma mediante FRAP y la determinación de los niveles 
de grupos tiol (–SH). 
3.1. EVALUACIÓN DE DAÑO OXIDATIVO AL ADN EN CMSP 
Una de las alteraciones que más contribuye al desarrollo de los mecanismos de 
patologías asociadas al envejecimiento es el daño al ADN (Lindahl, 1993). Así, no es 




relacionados con la reparación de esta molécula (Ronen y Glickman, 2001). Sin 
embargo, a veces estas defensas no son suficientes para paliar los ataques que 
recibe. Por ello, es importante contar con técnicas de determinación de daño al ADN 
con suficiente sensibilidad para ser detectado. 
El ensayo del cometa es una técnica relativamente rápida y simple de utilizar 
que además es muy sensible a la hora de detectar daño en el ADN a nivel de células 
individuales (Singh et al., 1988). En su versión alcalina, el daño que se detecta 
corresponde tanto a roturas de una hebra como de doble hebra del ADN. Además, 
esta versión también es capaz de detectar los entrecruzamientos, los sitios de escisión 
que no han sido reparados y los sitios lábiles al álcali. Por tanto, la versión alcalina del 
ensayo del cometa es capaz de detectar casi todo el daño presente en el ADN 
(Miyamae et al., 1997), y por ello fue la versión elegida para ser utilizada en la 
presente Tesis Doctoral. Los parámetros utilizados, el %ADN en la cola del cometa, la 
longitud de la cola del cometa y el momento del cometa, son los parámetros más 
representativos de este daño y por ello fueron escogidos para cuantificar el daño 
presente en el ADN de las CMSP de las dos poblaciones. 
Las personas con EA pertenecientes a la muestra poblacional analizada 
muestran mayor daño oxidativo en el ADN de sus CMSP respecto del observado en la 
población control, pues los niveles de los tres parámetros analizados son 
significativamente más elevados. El aumento del daño oxidativo en el ADN de 
personas con EA está descrito en diversos estudios, bien utilizando la propia técnica 
del cometa en CMSP (Mórocz et al., 2002; Kadioglu et al., 2004; Migliore et al., 2005) 
o utilizando otros marcadores, como los niveles de 8-OHdG, tanto en CMSP, como en 
orina o líquido cefalorraquídeo (Mecocci et al., 2002; Isobe et al., 2010; Zengi et al., 
2011). Estos niveles de daño oxidativo en el ADN también se han observado en el 
tejido neuronal (Gabbita  et al., 1998) o incluso en otros tipos celulares de tejidos 
periféricos (Trippi et al., 2001). 
Los resultados de la presente Tesis Doctoral coinciden de esta manera con la 
literatura existente, si bien, dado que son observacionales, no se puede diferenciar si 
el estrés oxidativo observado es una causa o una consecuencia de la enfermedad. 
Para profundizar un poco más en las diferencias encontradas entre ambas 
poblaciones, se analizó la posible influencia del género en el daño oxidativo al ADN de 
las poblaciones estudiadas (EA y control). Los resultados demostraron que no existen 
diferencias significativas entre géneros dentro de la misma población (ni en EA ni en 




sexo del individuo que influya sobre el daño oxidativo que pueda recibir el ADN de sus 
CMSP. 
En la literatura existe algún trabajo que indica que el estrés oxidativo al que 
están sometidos los varones es mayor que el de las mujeres, quizás debido a una 
mayor tasa metabólica (Loft et al., 1992). Sin embargo, este estudio está realizado con 
otro biomarcador y en orina de 24h, por lo que no es comparable con los datos de esta 
Tesis Doctoral. Además, aunque está descrito que las mujeres producen más cantidad 
de antioxidantes a lo largo de su vida, gracias a los estrógenos (Borrás et al., 2003; 
2010), el hecho de que las integrantes femeninas de la muestra poblacional con EA 
estuvieran en edad menopáusica no aporta un argumento en contra de la no influencia 
del sexo en los resultados. Por tanto, podemos concluir que parece que el sexo de los 
participantes no influye en sus niveles de daño oxidativo al ADN, al menos en la 
muestra poblacional seleccionada. 
Lo que sí se observa es que las diferencias encontradas entre las poblaciones 
EA y control parecen ser debidas a los varones, ya que entre las mujeres no se 
observan diferencias. Para intentar buscar una explicación a las diferencias del 
género, se realizó a posteriori un análisis de la edad de las 2 muestras poblacionales 
(EA y control) dividido según el sexo (Anexo I). No se observan diferencias 
significativas, ni en la edad de varones respecto de mujeres dentro de cada población, 
ni entre personas del mismo sexo comparando poblaciones, por lo que si existe algún 
tipo de sesgo no está relacionado con la edad. Teniendo en consideración estos datos, 
es posible que a la hora de comparar ambos sexos, el desequilibrio existente en el 
ratio varón/mujer de la muestra poblacional estudiada (17 mujeres y 8 varones en EA 
vs. 7 mujeres y 18 varones en la población control) esté influyendo en esta 
comparación, si bien sería conveniente analizar la influencia de este factor cuando las 
poblaciones estén equilibradas para evitar cualquier tipo de sesgo. 
Por último, tampoco se observa una correlación entre los valores de daño 
oxidativo al ADN y la edad de los participantes en el estudio. Aunque se sabe que a 
medida que la edad aumenta el estrés oxidativo es mayor, puede que el rango de 
edad de las dos poblaciones, así como las distribuciones de edad de los participantes 







3.2. EVALUACIÓN DE DAÑO OXIDATIVO A PROTEÍNAS 
La modificación oxidativa de proteínas es otro evento importante en el 
envejecimiento y en desórdenes neurodegenerativos como la EA (Butterfield et al., 
2001). La formación de grupos carbonilo en las proteínas es un marcador muy útil, ya 
que éstos pueden presentarse tras un ataque directo de los RL en alguna parte de la 
cadena aminoacídica, pueden surgir como productos de glicación y glicoxidación, o 
como productos de peroxidación lipídica tras reaccionar con proteínas (Butterfield et 
al., 2001). Por otro lado, la di-tirosina se forma como resultado de un proceso post-
traduccional que afecta a proteínas de estructura específica. Dado que la dimerización 
de la tirosina puede estar afectada por RL como el peroxinitrito (ONOO−), la di-tirosina 
puede considerarse un buen marcador de proteínas modificadas tanto oxidativamente 
como nitrosativamente (Giulivi et al., 2003). Adicionalmente, la di-tirosina también 
puede formar puentes de unión de proteínas diméricas expuestas a estrés oxidativo. 
Aunque existe algún trabajo donde no se observan diferencias en los niveles de 
proteínas carboniladas entre personas con EA y personas sanas (Korolainen y Pirttilä, 
2009; Aldred et al., 2010; Sinem et al., 2010), está bastante aceptado que uno de los 
ejemplos de estrés oxidativo elevado en esta patología son las concentraciones de 
este biomarcador. Se han observado concentraciones elevadas de proteínas 
carboniladas en cerebros de personas con EA (Hensley et al., 1995; Lyras et al., 1997; 
Smith et al., 1998; Aksenov  et al., 2001), en células de tejidos periféricos (Cecchi et 
al., 2002) y en plasma (Choi et al., 2002; Polidori et al., 2004; Zafrilla et al., 2006; 
Bermejo et al., 2008; Greilberger et al., 2008, 2010; Puertas et al., 2012). 
En el caso de la di-tirosina, se ha observado que muchos dímeros del péptido 
Aβ o de los agregados de la proteína Tau están unidos por un puente de di-tirosina 
tras la exposición a agentes oxidantes y la mediación de metales como el cobre 
(Atwood  et al., 2004; Reynolds et al., 2005). Por ello, se han encontrado niveles 
elevados de este biomarcador en cerebros de personas de EA (Hensley et al., 1998). 
Sin embargo, los niveles de di-tirosina en plasma sólo han sido determinados en un 
trabajo (Polidori et al., 2004) por lo que los resultados de esta Tesis Doctoral aportan 
una nueva evidencia del aumento en los niveles de este biomarcador en tejidos 
periféricos. De este modo, los resultados de los dos biomarcadores elegidos para 
determinar el daño oxidativo a proteínas concuerdan con la bibliografía existente, pues 
indicaron que sus concentraciones eran significativamente más elevadas en la 




Por otro lado, también se intentó buscar una posible influencia del sexo y la 
edad sobre el estrés oxidativo a proteínas. Sin embargo, en ninguno de los dos 
parámetros analizados, proteínas carboniladas y di-tirosina, se encontraron diferencias 
entre géneros, tal y como describe Puertas et al. (2012) para las primeras. Asimismo, 
al realizar la comparación entre poblaciones dentro de personas del mismo sexo, se 
observó que para las proteínas carboniladas, los valores tanto de varones como de 
mujeres con EA eran mayores que los de la población control, pudiéndose inferir que 
las diferencias encontradas entre las dos poblaciones estaban debidas por igual a las 
encontradas entre ambos sexos. No obstante, cuando se realizó la misma 
comparación para los valores de di-tirosina, sólo fueron significativas las diferencias 
entre varones, indicando que las diferencias encontradas entre la población con EA y 
la población control se deben en mayor medida a los varones. Al igual que ocurre con 
el daño oxidativo al ADN, es posible que el desequilibrio existente en el número de 
varones y mujeres de ambas poblaciones pueda estar influyendo en cierta medida en 
los datos. 
Finalmente, tampoco se observa una correlación significativa entre las dos 
variables y la edad, de manera que puede que de nuevo los mismos motivos 
argumentados para el daño oxidativo en el ADN estén ocurriendo en los 
biomarcadores de daño oxidativo a proteínas. 
3.3. EVALUACIÓN DE DAÑO OXIDATIVO POR GLICOXIDACIÓN 
El daño oxidativo por glicoxidación también es muy importante en la EA. El 
cerebro es el órgano que más glucosa consume en el organismo y se ha observado 
que en cerebros de personas con EA el metabolismo de la glucosa está reducido 
(Blum-Degen et al., 1995). Como consecuencia, existen problemas en la síntesis de 
neurotransmisores como acetil-colina o glutamato, o en la producción de energía en 
forma de ATP. Es por ello que cada vez está más aceptada la teoría de que padecer 
Diabetes mellitus puede ser un factor de riesgo para desarrollar EA (Ott  et al., 1999). 
Además, también existen evidencias de que la acumulación extracelular del péptido Aβ 
o la deposición intracelular de la proteína Tau pueden estar mediadas por AGEs 
(Münch  et al., 1998; Loske et al., 2000; Lüth et al., 2005). Debido a los motivos 
expuestos, el análisis de los AGEs cobra una gran relevancia en esta patología, pues 
indica daño oxidativo tanto en glúcidos como en proteínas. 
Sin embargo, no existen muchos estudios que determinen las concentraciones 
de AGEs en el plasma de personas con EA, y los que hay observan resultados 




Tesis Doctoral muestran unos niveles de AGEs significativamente más elevados en la 
muestra poblacional con EA. Estos datos siguen en la línea argumental de la 
existencia de un elevado estrés oxidativo en EA, que no sólo ocurre en el cerebro de 
estas personas, sino también en tejidos periféricos. Además, los resultados obtenidos 
para los AGEs complementan al resto de parámetros analizados y aportan, una vez 
más, nueva información respecto de biomarcadores de estrés oxidativo sistémico en 
esta patología. 
Respecto a la influencia del factor ‘Sexo’ en este biomarcador, se puede 
concluir que tampoco existe relación alguna, indicando de nuevo que tanto varones 
como mujeres sufren daño por glicoxidación en la misma medida. Sin embargo, al 
realizar la comparación entre ambas poblaciones (EA y control) dentro de personas del 
mismo sexo, las diferencias antes halladas desaparecían. La observación de los datos 
numéricos indica que es posible que los elevados EEM (error estándar de la media) 
obtenidos puedan estar influyendo en este aspecto. Para intentar mejorar estos datos, 
se podría modificar la muestra poblacional, evitando el ya mencionado desequilibrio 
entre sexos, o incluso utilizar técnicas de detección más precisas y sensibles, como la 
cromatografía de ultra resolución (Min et al., 2012), aunque entonces habría que tener 
en cuenta el aumento de costes y la dificultad de manejo de los aparatos. 
Por último, el análisis de la influencia del factor ‘Edad’ revela que tampoco 
existe una correlación significativa con los niveles de AGEs. De nuevo, es posible que 
el rango de edad de la muestra poblacional analizada pueda estar enmascarando 
posibles correlaciones entre niveles de AGEs y este factor, aunque con los datos 
obtenidos no se puede llegar a una conclusión definitiva. 
3.4. EVALUACIÓN DE ESTATUS ANTIOXIDANTE 
 El estatus antioxidante de un individuo refleja la capacidad de defensa que 
tiene para hacer frente al ataque de los RL y las ROS/RNS. Puede determinarse de 
manera general, como por ejemplo mediante la capacidad antioxidante del plasma o la 
orina (Ghiselli  et al., 2000; Campos et al., 2010), o mediante la detección de los 
niveles de antioxidantes específicos, enzimáticos o no enzimáticos. Este es el caso de 
la determinación de concentraciones de enzimas como SOD, CAT o GPx, o la 
cuantificación de niveles de vitaminas C y E, niveles de ácido úrico o concentración de 
GSH (Matés et al., 1999; Polidori et al., 2001; Campos et al., 2010; Puertas et al., 
2012). Por norma general, en aquellas situaciones patológicas en las que interviene el 
estrés oxidativo, es habitual que el estatus antioxidante del individuo esté alterado, 




 En las personas con EA está descrito que la capacidad antioxidante está 
significativamente disminuida respecto de la población sana (Pulido et al., 2005; 
Calabrese et al., 2006; Zafrilla et al., 2006; Baldeiras et al., 2008; Bermejo  et al., 2008; 
Puertas et al., 2012). En la presente Tesis Doctoral se analizó la capacidad 
antioxidante del plasma, mediante su capacidad para reducir el ión férrico, así como 
los niveles de –SH, donde se determina el nivel de compuestos como GSH, el 
antioxidante no enzimático más potente del ser humano. 
 Los resultados obtenidos indican que tanto la capacidad antioxidante del 
plasma como los niveles de –SH están significativamente disminuidos en la muestra 
poblacional de personas con EA, tal y como cabe esperar según la bibliografía 
existente. 
 El análisis de los factores ‘Sexo’ y ‘Edad’ sobre los biomarcadores de estatus 
antioxidante indica que no existen diferencias significativas entre géneros dentro de 
cada población, al contrario que el estudio de Puertas et al. (2012), que determinó 
unos niveles de GSH menores en mujeres sanas respecto de varones. Por otro lado, 
se observan diferencias entre personas del mismo género comparando la población 
con EA respecto de la población control. Estos resultados indican que las diferencias 
encontradas en los niveles de defensa antioxidante no dependen del género, al menos 
en nuestra muestra poblacional. Además, tampoco existe una influencia de la edad en 
los resultados de estatus antioxidante, quizás debida al mencionado rango de edades 
de los  integrantes del estudio. 
 En resumen, las determinaciones realizadas en esta parte de la presente Tesis 
Doctoral indican que, en la muestra poblacional analizada, las personas con EA tienen 
un estrés oxidativo sistémico significativamente mayor que el de una población sana 
de similar edad. El hecho de que se hayan observado diferencias tanto en los 
biomarcadores de daño oxidativo a ADN, proteínas y glúcidos, como en el estatus 
antioxidante, indica que el estrés oxidativo es una característica de la enfermedad muy 
importante, no sólo en el cerebro de estas personas, sino también en el resto de su 
organismo. Además, también se puede decir que el estrés oxidativo al que están 
sometidas las personas con EA no varía en función del sexo, ni tampoco existe una 
correlación del mismo con la edad. Sin embargo, debido a la mencionada limitación 
existente por el desequilibrio de las muestras poblacionales utilizadas, tanto en 
número de individuos por género como en rango de edades, no se puede concluir con 
certeza que estos factores no influyan en la EA, por lo que se recomienda un análisis 




4. USO DEL AGUA SULFURADA COMO APROXIMACIÓN TERAPÉUTICA EN EA 
 Como ya se ha comentado, una de las posibles aplicaciones del uso de CMSP 
en estudios de la EA es la utilización de nuevos compuestos que puedan proteger a 
las células del aumento de estrés oxidativo (Collins, 2005). De este modo, aquellos 
que mostraran buenos resultados podrían ser utilizados como posibles terapias 
antioxidantes en la enfermedad. 
 En este apartado de la presente Tesis Doctoral se evaluó la posible utilización 
del AS como aproximación terapéutica en personas con EA. Para realizar esta 
evaluación se compararon los efectos del AS con los de otros antioxidantes 
reconocidos, como el AA, el trolox (análogo soluble de la vitamina E) y la NAC (Duthie 
et al., 1996; Noroozi et al., 1998; De la Fuente y Victor, 2001; Zachwieja et al., 2005; 
Arranz et al., 2007; Sudheer et al., 2007), después de una inducción de estrés 
oxidativo adicional con H2O2 y HCY. Para valorar los efectos de los compuestos 
mencionados se utilizaron la técnica del cometa, ya utilizada para cuantificar el daño 
oxidativo al ADN, y una técnica de viabilidad celular, que mide la actividad mitocondrial 
de células metabólicamente activas (MTT). 
 El diseño experimental requirió de un análisis previo de los antioxidantes, para 
comprobar que no generaban estrés oxidativo per se sobre las células. La figura 26 
(ver apartado 2.4 de Resultados) muestra los resultados de cada uno de los 
parámetros analizados en la técnica del cometa. Se puede observar que no sólo no 
existe un aumento de estrés oxidativo al añadir cada antioxidante a la solución celular, 
sino que disminuyen significativamente el nivel basal de los tres parámetros. El hecho 
de que los cuatro antioxidantes generen una disminución significativa en los 
parámetros de daño oxidativo al ADN puede estar causado por la edad de los 
participantes, pues dado que el envejecimiento del organismo está acompañado tanto 
de un aumento en el estrés oxidativo (Harman, 1956; Miquel et al., 1980; von Zglinicki, 
2002) como de una disminución de las defensas antioxidantes, o por la ineficacia o 
ineficiencia de las mismas (Samiec et al., 1998; Mendoza-Núñez et al., 2001; Dröge, 
2002; Zorrilla, 2002), cualquier estímulo antioxidante adicional, por pequeño que sea, 
puede tener un efecto detectable, máxime utilizando una técnica tan sensible como el 
ensayo del cometa. 
 Además, las comparaciones entre tratamientos antioxidantes también muestran 
diferencias, sobre todo en la población control. Sin embargo, el propósito del trabajo 
no es analizar estas diferencias, sino las encontradas después de la inducción de 




de referencia tras la exposición de las CMSP a un aumento de estrés oxidativo. Por 
ello, la conclusión más importante de este apartado es que tanto el AS como el resto 
de antioxidantes utilizados no generan estrés oxidativo en las células, por lo que los 
resultados de los siguientes tratamientos no se verán enmascarados por éstos. 
Por otro lado, los resultados del ensayo del MTT tampoco indican una 
disminución significativa en la viabilidad celular de las CMSP sometidas a estos 
tratamientos, lo que corrobora los resultados anteriores y confirma que ningún 
antioxidante utilizado, incluyendo al AS, genera un daño oxidativo a las mismas. 
4.1. LA ADICIÓN DE  AGENTES OXIDANTES TIENE EFECTOS NEGATIVOS 
EN LAS CMSP DE PACIENTES CON EA 
A continuación, se pretendió generar un estrés oxidativo adicional a las CMSP 
utilizando como agentes oxidantes el H2O2 y la HCY. Aunque no es una especie muy 
reactiva per se, se sabe que el H2O2 tiene efectos tóxicos para las células desde 10 
µM hasta 100 µM. Además, es capaz de atravesar la membrana plasmática y 
reaccionar con el hierro o el cobre, vía reacción de Fenton y Haber-Weiss, para formar 
especies más reactivas como el OH• en zonas más alejadas de su lugar de producción 
(Halliwell y Gutteridge, 2007). Por otro lado, los metales que quedan reducidos tras 
esta transformación pueden volver a oxidarse en presencia del H2O2 que quede en el 
medio celular, produciendo HO2•. Asimismo, se ha demostrado que la exposición de 
células a H2O2 puede incrementar la producción de O2• - mediante la activación de la 
enzima NADPH oxidasa (Coyle et al., 2006). El H2O2 también es capaz de inactivar 
ciertas enzimas, normalmente por la oxidación de sus –SH, esenciales para la catálisis 
(Halliwell y Gutteridge, 2007) y tiene una elevada vida media (en comparación con 
otras ROS) y una alta estabilidad en medio fisiológico. 
Por estos motivos, no es de extrañar que el H2O2 sea utilizado como agente 
oxidante estándar a la hora de evaluar las propiedades antioxidantes de diferentes 
compuestos, no sólo en CMSP, sino en cualquier tipo celular (Noroozi et al., 1998; 
García et al., 2006; Ribeiro et al., 2007; Soltani et al., 2009; Behravan et al., 2011; Gao 
et al., 2011; Sreelatha y Padma, 2011), y por ello fue seleccionado para la presente 
Tesis Doctoral. 
Como era de esperar, los niveles de daño oxidativo al ADN de las CMSP se 
vieron aumentados con la adición de H2O2, tanto en la población con EA como en la 
población control, con valores de entre 1,5 y 4 veces superiores a los obtenidos en la 




estos resultados concuerdan con la bibliografía existente en la que utilizan la misma 
concentración de H2O2 (100 µM) para inducir el daño oxidativo en CMSP humanas 
(Noroozi et al., 1998; García et al., 2006; Ribeiro et al., 2007; Behravan et al., 2011). 
Además, cabe destacar que aunque los niveles de daño observados tras la inducción 
son mayores en población con EA, las diferencias respecto de la condición basal son 
muy similares, por lo que se puede inferir que las CMSP de ambas poblaciones 
responden de la misma manera al estímulo inductor de daño. 
Por otro lado, el ensayo de viabilidad celular mediante la técnica del MTT no 
revela diferencias significativas en los tratamientos, a pesar de que el valor de P fue 
muy próximo a 0,05 (Figura 30, ver apartado 3.2. de Resultados). Sin embargo, dado 
que gráficamente se observa una tendencia a la baja de la viabilidad de las CMSP con 
la adición de H2O2 y HCY, se realizó un análisis a posteriori en el que se compararon 
los datos de los tratamientos solamente con antioxidantes (Tratamientos A), que no 
difieren de la condición basal, con los tratamientos de inducción de daño (Tratamientos 
B). En el Anexo II de la presente Tesis Doctoral se observan los resultados del 
análisis, donde los valores de los tratamientos B son significativamente menores que 
los de los tratamientos A. De este modo, se puede concluir que, como cabe esperar, la 
viabilidad celular se ve disminuida con la adición de H2O2 y HCY al medio. 
Es importante destacar que los fundamentos de los dos ensayos de viabilidad 
usados en esta Tesis son diferentes. El método de exclusión de azul de tripano se 
basa en la capacidad de las células de introducir en su interior este reactivo, por lo que 
realmente se está reflejando la integridad de la membrana celular, por lo que los 
valores de viabilidad podrían estar subestimándose. Por otro lado, el ensayo de 
viabilidad mediante MTT se basa en una actividad metabólica, y por tanto sus 
resultados son más fiables en células metabólicamente activas, como las CMSP. Sin 
embargo, el ensayo no es tan rápido ni sencillo como la técnica de exclusión de azul 
de tripano, y por ello, es posible que los resultados de porcentaje de viabilidad puedan 
diferir un poco entre ambas técnicas.  
Tras la puntualización realizada para los métodos de viabilidad celular, se 
puede concluir que el daño oxidativo al ADN generado por H2O2 también disminuye la 
viabilidad de las CMSP. En el caso de la HCY, se ha descrito que ésta puede causar 
un aumento de daño oxidativo in vitro, mediante la producción de H2O2 en reacciones 
de oxidación catalizadas por metales (via reacción de Fenton o haber-Weiss) y 
además, en presencia de óxido nítrico, puede ayudar a la formación de peroxinitrito, 




observa relación entre HCY y daño oxidativo en CMSP (Mangiagalli et al., 2004), 
existen estudios en los que se prueba que una de las dianas principales del daño 
generado por HCY es el ADN, no sólo añadiendo HCY exógena a las células (Crott y 
Fenech, 2001; Picerno et al., 2007), sino también en pacientes con 
hiperhomocisteinemia (Fenech  et al., 1997; Fenech, 1999; Bull et al., 2009). Por tanto, 
los resultados de la presente Tesis Doctoral están en consonancia con la bibliografía 
existente, observándose nuevamente una respuesta muy similar en las CMSP de 
ambas poblaciones (EA y control). Finalmente, para poder confirmar que la 
disminución en la viabilidad celular tras el tratamiento con HCY se corresponde con un 
aumento en el daño oxidativo al ADN, sería interesante realizar en el futuro un estudio 
similar al realizado con H2O2, usando la técnica del cometa, de manera que se 
pudieran aportar nuevos datos del efecto oxidante de la HCY. 
4.2. EL AS PROTEGE FRENTE A INDUCCIÓN DE DAÑO OXIDATIVO EN 
CMSP EN PACIENTES DE EA 
Una vez comprobado que tanto el AS como los antioxidantes de referencia no 
generaban un daño oxidativo per se, y que los agentes oxidantes seleccionados (H2O2 
y HCY) aumentaban el daño oxidativo y disminuían la viabilidad celular de manera 
significativa, se procedió a abordar el último objetivo, y más importante, de esta parte 
de la Tesis Doctoral, que fue la evaluación de las propiedades antioxidantes del AS 
tras una inducción exógena de daño oxidativo. 
Como se ha comentado en la Introducción, las aguas minero-medicinales han 
sido usadas desde hace siglos como tratamientos terapéuticos frente a diversas 
dolencias (Moltó, 1992). En la actualidad, el avance de la ciencia está permitiendo 
descubrir qué características físico-químicas son las que confieren propiedades 
beneficiosas para el organismo a cada tipo de agua minero-medicinal. En el caso del 
AS, su uso está descrito en la bibliografía médica desde mediados del siglo XX, sobre 
todo para tratamientos de enfermedades del aparato respiratorio, mediante 
inhalaciones de los vapores de estas aguas (Mozota-Sagardia, 1960; Passa, 1964; 
Pisaneschi, 1979; Prévost et al., 1983), y también existe algún trabajo donde la utilizan 
para tratar patologías del aparato digestivo (Ricci y Zaccone, 1975). En la actualidad, 
además de tratar enfermedades del tracto respiratorio (Ottaviano et al., 2012), la 
investigación se ha extendido en busca de beneficios en otros sistemas del organismo, 
como el aparato cardiovascular (El-Seweidy et al., 2011) o en diferentes patologías 
relacionadas con el estrés oxidativo (Ekmekcioglu et al., 2002; Benedetti et al., 2009; 




Los resultados de la presente Tesis Doctoral muestran por primera vez que el 
AS es capaz de disminuir los niveles de daño oxidativo en el ADN, así como evitar una 
pérdida de viabilidad celular, tras inducir daño oxidativo a las CMSP con H2O2 y HCY. 
La característica más importante que define el AS es la presencia de H2S, que le 
confiere unas propiedades antioxidantes que pueden ser muy útiles para la prevención 
y/o tratamiento de distintas patologías. El hecho de que el AS manifieste estos 
resultados se puede deber a dos características muy importantes que están implícitas 
por la presencia de H2S. Por un lado, parte del H2S presente en el AS añadida a la 
suspensión celular puede ser utilizado como “materia prima” para aumentar la síntesis 
de GSH (Kimura y Kimura, 2004; Braga et al., 2008 y 2012; Benedetti et al., 2009; 
Hernández et al., 2009; Predmore et al., 2012), con lo que las defensas antioxidantes 
celulares tendrían una ayuda “extra” para combatir la posterior adición de los agentes 
oxidantes. Por otro lado, puede que quede algo de H2S que no se haya utilizado para 
la síntesis de GSH, y por tanto podría reaccionar con RL y ROS que se vayan a 
producir por mediación del H2O2, o incluso reaccionar con el H2O2 directamente (Braga 
et al., 2012), evitando que se produzcan RL y ROS más dañinas. De este modo, se 
podría decir que las propiedades antioxidantes del AS resultan de una doble función, 
de prevención y ataque, para combatir al daño oxidativo en las CMSP. 
Además, la comparación de estos resultados con los obtenidos para los tres 
antioxidantes de referencia (AA, Trolox y NAC) indica que el efecto obtenido es muy 
similar en todos, al menos en cuanto a resultados de daño oxidativo a ADN, en ambas 
poblaciones (EA y control), por lo que se podría decir que el AS tiene unos efectos 
beneficiosos similares a los de estos tres antioxidantes. Sin embargo, el mecanismo 
de acción varía en función de la molécula. El AA actúa interceptando RL y ROS como  
O2• -, OH•  y H2O2, y también puede ayudar a restaurar las propiedades antioxidantes 
de la vitamina E (Sies et al., 1992). El Trolox es el análogo soluble de la vitamina E y 
mantiene todas las propiedades antioxidantes de ésta (Scott et al., 1974; Cort et al., 
1975), cuya acción principal es la intercepción de RL como peroxilos y alcoxilos (RO2• 
y RO• respectivamente, donde R es una cadena de hidrocarbonos). Por último, la NAC 
es el antioxidante de referencia utilizado cuyo mecanismo de acción es más parecido 
al del AS. Este hecho se debe a la presencia de un –SH en esta molécula, que al igual 
que el H2S, puede actuar reaccionando con RL y ROS, y estimulando la síntesis de 
GSH en el organismo (Moldéus et al., 1986; Aruoma et al., 1989; Dekhuijzen, 2004). 
De este modo, a los trabajos in vitro que demuestran la capacidad de reducir 
daño oxidativo a ADN por los tres antioxidantes de referencia (Duthie et al., 1996; 




2007; Sudheer et al., 2007), habría que añadir la presente Tesis Doctoral, ya que es la 
primera vez que se describen efectos beneficiosos in vitro del AS sobre este 
biomarcador. Además, también es la primera vez que estos efectos son descritos en 
una población con EA, lo que permite que el AS pueda ser tenida en cuenta para 
futuras pruebas en modelos animales de la enfermedad y quizás en un futuro en 
pacientes con EA. 
Respecto a los resultados de viabilidad celular, cabe destacar que los 
tratamientos con AS fueron los únicos que evitaron una disminución significativa de 
viabilidad usando ambos agentes oxidantes (H2O2 y HCY) y en ambas poblaciones 
(EA y control) (ver apartado 3.3. de Resultados, Figura 32). Así, se podría decir que la 
adición de AS no sólo protege al ADN frente a daño oxidativo, sino que además su 
acción confiere a las CMSP cierta resistencia frente a una pérdida significativa de 
viabilidad. 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los tratamientos in vitro con 
AS en EA, el siguiente paso es preguntarse si estos efectos podrían extrapolarse a 
una futura terapia en pacientes con esta enfermedad, y para poder avanzar en este 
campo primero es necesario saber cuáles son los resultados que se obtienen con las 
terapias antioxidantes actuales. 
El uso de las vitaminas C (AA) y E (α-tocoferol) como terapias antioxidantes en 
EA ha sido utilizado en numerosos estudios. Sin embargo, los resultados obtenidos en 
todos ellos son bastante dispares. Mientras algunos indican que la suplementación de 
las vitaminas, bien por separado o en conjunto, pueden reducir daño neuronal, 
disminuir la progresión de la enfermedad e incluso aumentar la supervivencia de los 
pacientes, otros indican que no producen ningún efecto significativo (Arlt et al., 2012; 
Boothby y Doering, 2005, revisado en Feng y Wang, 2012 y Harrison, 2012). De estos 
estudios se puede inferir que programar una terapia de suplementación con vitaminas 
para los pacientes de EA es más complicado, pues la implicación de otros factores, 
como por ejemplo el alelo del gen APOE que presenten, su ratio GSSH/GSH o la dieta 
que consuman va a influir en los resultados de la terapia. 
Por estos motivos, una alternativa a la suplementación con antioxidantes es la 
suplementación con compuestos que aumenten las enzimas antioxidantes del propio 
organismo. La genisteína, por ejemplo, es un fitoestrógeno que aumenta la expresión 
de las enzimas antioxidantes y que podría utilizarse también en varones al no provocar 
los efectos secundarios que producen los estrógenos (Viña et al., 2007). 




producción de antioxidantes no enzimáticos, como el GSH. Como ya se ha 
comentado, el GSH es el antioxidante no enzimático más potente y con mayor 
prevalencia en el ser humano, y está descrito que su concentración está 
significativamente disminuida en la EA (Calabrese et al., 2006). Además, esta 
disminución se correlaciona de manera significativa con una disminución en el estado 
cognitivo de los pacientes con EA (Lloret et al., 2009) y es posible que ayude a que se 
desarrolle la enfermedad en estadíos más tempranos o personas con deterioro 
cognitivo leve (Baldeiras et al., 2008). 
Dado que el factor limitante en la síntesis de GSH es la cisteína (Kimura y 
Kimura, 2004; Pocernich y Butterfield, 2012) se han investigado las propiedades de la 
NAC como terapia antioxidante en humanos, obteniendo prometedores resultados tras 
su administración, bien por separado (Adair et al., 2001), o en un formato combinado 
con otros suplementos (Remington et al., 2009). De esta manera, aumentar los niveles 
de GSH en el organismo es una estrategia terapéutica con un futuro prometedor, 
sobre todo si se utiliza en combinación con otros compuestos beneficiosos. 
Pero los niveles de GSH no sólo se pueden aumentar mediante la 
suplementación con compuestos que contengan cisteína, como la NAC. Teóricamente, 
también es posible la adición de un precursor para la cisteína, que desemboque en la 
producción de GSH. Este precursor podría ser el H2S, el principal componente del AS 
y que le confiere sus propiedades antioxidantes. De este modo, según Predmore et al. 
(2012), la estimulación de la síntesis de GSH mediante H2S sería debida a diferentes 
factores, entre los que se incluyen: un aumento en la absorción de precursores del 
GSH (como glutamato o cisteína), un aumento en los niveles de la enzima productora 
de GSH (la enzima γ-glutamilcisteína sintetasa), la estimulación de factores de 
transcripción que favorecen la síntesis y el transporte de GSH e incluso la disminución 
de de la actividad de enzimas que catabolizan el GSH. Así, los resultados de la 
presente Tesis Doctoral indican que, in vitro y en la muestra poblacional utilizada, el 
AS podría ser considerada como una terapia antioxidante en la EA, basada en el 
aumento de los niveles de GSH celulares. 
En definitiva, se puede concluir que los resultados obtenidos en esta parte de la 
presente Tesis Doctoral demuestran que, al menos in vitro, el AS puede proteger a las 
CMSP tanto de sufrir daño oxidativo en su ADN, como de perder viabilidad tras la 
inducción de estrés oxidativo exógeno. Estos resultados abren la puerta no sólo a una 
posible terapia de EA con este tipo de aguas, sino también a su posible uso como 




otras patologías relacionadas con estrés oxidativo elevado como SD, enfermedad de 
Parkinson o artritis reumatoide, o incluso en población sin este tipo de patologías pero 
expuesta a un mayor riesgo de desequilibrio en el estatus oxidativo de su organismo, 
como en fumadores o trabajadores expuestos a materiales o productos tóxicos de 
manera continuada. Además, otra de las ventajas de usar AS sería la posibilidad de 
elegir la posología del tratamiento (vía tópica u oral) en función de los objetivos finales 
del mismo, si bien sería conveniente realizar estudios previos al respecto para poder 

























Las conclusiones de esta Tesis Doctoral se han dividido en función de las dos 
muestras poblacionales analizadas, atendiendo a los objetivos generales expuestos. 
De esta manera, respecto a la población con SD se puede concluir: 
1. Los niveles urinarios de Cr y GE están significativamente disminuidos en SD 
respecto de población control. 
2. El factor ‘Sexo’ no influye ni en la excreción urinaria de Cr ni en los valores de 
GE en las dos poblaciones analizadas (SD y control). 
3. El análisis del factor ‘Edad’ indicó que existe un descenso en los niveles 
urinarios de Cr y GE en la población con SD respecto de la población control a 
partir de la etapa adulta, lo que podría indicar posibles problemas renales en 
individuos con SD a edades avanzadas, debidos principalmente al 
envejecimiento prematuro causado por estrés oxidativo. 
4. La dieta, incluida la ingesta de carne, no influye en los valores urinarios de Cr y 
GE ni en la población con SD ni en la población control. 
5.  El hipotiroidismo, característico del SD, puede estar influyendo en la función 
renal de las personas con este síndrome, pues sus niveles urinarios de Cr son 
significativamente menores que los de aquellos que no lo padecen, aun siendo 
tratados con levotiroxina. 
6. La sustracción de los individuos con hipotiroidismo de la población con SD no 
influye a la hora de la comparación entre SD y población control, lo que 
refuerza la hipótesis de una función renal dañada en este síndrome a edades 
avanzadas. 
En cuanto a la población con EA, las conclusiones son: 
7. Las CMSP de pacientes con EA tienen unos niveles de daño oxidativo al ADN 
mayores que los de la población control analizada. 
8. Los biomarcadores de daño oxidativo a proteínas y daño por glicoxidación 
analizados en plasma también son significativamente mayores en pacientes 
con EA respecto de la población control. 
9. La capacidad antioxidante del plasma, así como los niveles plasmáticos de 
grupos tiol están significativamente disminuidos en pacientes con EA respecto 
de población control. 
10. El AS no produce efectos oxidantes en el ADN de CMSP ni disminuye su 





11. Los tratamientos oxidantes con H2O2 y HCY elevan el daño oxidativo al ADN de 
CMSP y disminuyen su viabilidad en las dos poblaciones analizadas. 
12. El AS es capaz de evitar in vitro la generación de daño oxidativo al ADN tras 
inducción de daño con H2O2 en CMSP tanto en pacientes con EA como en 
población control, así como una disminución en la viabilidad celular de CMSP 
tras inducción de daño con H2O2 y HCY. 
13. El efecto protector del AS podría ser debido a un aumento en la producción de 
GSH, así como a la capacidad del H2S de interceptar RL y ROS, por lo que la 
disminución del daño oxidativo al ADN podría evitar una pérdida en la viabilidad 
de las CMSP, no sólo en EA, sino también en población control. De esta 
manera, los efectos del AS podrían ser beneficiosos también para otras 
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ANEXO I. ANÁLISIS A POSTERIORI DE LAS EDADES DE LOS PARTICIPANTES 
EN POBLACIÓN EA Y POBLACIÓN CONTROL 
En este anexo figuran los resultados del análisis a posteriori realizado en la 
población con EA y su respectiva población control para determinar si existían 
diferencias entre las edades de los participantes. Se realizaron comparaciones dos a 
dos entre personas de diferente sexo dentro de cada población y entre personas del 
mismo sexo de ambas poblaciones. Las diferencias se analizaron mediante un 
ANOVA de una vía, estimando las diferencias significativas cuando P<0,05 usando el 
software estadístico SPSS v.17. 
 
















Hombres 74,6 ± 1,9
Mujeres 79,9 ± 1,3
3,18 0,09
Edad F P
Hombres 78,9 ± 1,6
Mujeres 79,1 ± 1,7
0,01 0,95
Edad F P
Control 74,6 ± 1,9
EA 78,9 ± 1,6
2,01 0,17
Edad F P
Control 79,9 ± 1,3

































ANEXO II. ANÁLISIS A POSTERIORI DE LOS TRATAMIENTOS CON 
ANTIOXIDANTES COMPARADOS CON LOS TRATAMIENTOS OXIDANTES EN 
POBLACIÓN CON EA Y POBLACIÓN CONTROL 
En este anexo se muestran los resultados del análisis de los valores de 
viabilidad celular tras los tratamientos de inducción de daño oxidativo con H2O2 y HCY 
comparados con los tratamientos de las células sólo con los antioxidantes 
seleccionados (Tratamientos A), ya que estos no mostraron diferencias significativas 
con la condición basal. El análisis se realizó mediante el test de Kruskall-Wallis usando 
el software SPSS v.17. De este modo, se demuestra que tanto la adición de H2O2 
como la de HCY a las CMSP disminuye significativamente su viabilidad respecto de su 




































Figura 35. Comparación a posteriori de valores de viabilidad celular tras inducción de 
daño con H2O2 y HCY. Control-H2O2: χ2= 67,52; EA-H2O2: χ2=41,14. Control-HCY: χ2= 41,85; 
EA-HCY: χ2= 26,87 **P<0,01 respecto de los Tratamientos A. AS: Agua sulfurada; AA: Ácido 
ascórbico; H2O2: Peróxido de Hidrógeno; HCY: Homocisteína. 
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